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Einleitung

1. Einleitung

Alle Organe sind in ihrer Funktionsweise abhingig von ihrer Durchblutung und damit
Versorgung mit Néhrstoffen und Sauerstoff. Eine Unterversorgung bedeutet immer eine
Funktion- bzw. eine Leistungseinschrinkung.

Als Ursachen fiir eine Unterversorgung kommen unter anderem eine reduzierte Pumpleistung
des Herzens oder ein Gefidllschaden in Frage. Bei der Versorgung der Organe und des
Gewebes kommt insbesondere den GefidBlen eine entscheidende Rolle zu. Sie regulieren den
Blutstrom durch unterschiedliche Weitstellung des GefidB3querschnitts. Dazu ist jedoch eine
intakte GefdBBwand notwendig.

Ist diese geschddigt, kann es zu Unterversorgung bis hin zum Infarkt des nachgeschalteten
Gewebes kommen. Manche Schiddigungen der Gefile und nachfolgende
Durchblutungsstorungen konnen durch konservative MalBnahmen kompensiert bzw.
verbessert werden. Viele Schiadigungen bediirfen jedoch einer interventionellen bzw.
operativen Therapie, um eine Funktionseinschrinkung bzw. einen Untergang des peripheren
Gewebes zu verhindern.

1.1. Interventions- und Operationsmoglichkeiten

Kurzstreckige Gefialverengungen konnen dabei hidufig interventionell mittels Ballondilatation
oder mit einem Stent wieder weit gestellt werden und haben insbesondere cranial des
Leistenbandes gleichwertige Ergebnisse im Vergleich zu der Bypasschirurgie (Parsons et al.
1998).

Langerstreckige oder lang bestehende Stenosen bzw. Verschliisse benotigen fast immer einer
operativen Versorgung mittels Bypass. Die Percutane Transluminale Angioplastie (PTA)
zeigt bei diesen Verschlussarten schlechte Ergebnisse, insbesondere distal des Leistenbandes
(Van de Zaag et al. 2004; Parsons et al. 1998).

Bei Hybridverfahren werden interventionelle Verfahren wie PTA und Stentimplantationen
mit dem operativen Vorgehen verbunden.

Als Operationsverfahren kommen unterschiedliche Verfahren und Materialien zum Einsatz.
Zur Rekanalisierung von frisch thrombosierten Gefden erfolgt der Einsatz von
Ballonkathetern (Fogarty-Katheter). Gefédllstenosen, insbesondere im Bereich von
GefidBaufzweigungen, konnen mittels offener oder halb offener Thrombendarteriektomie
(TEA) wieder eroffnet und mit einer abschlieBenden Patchplastik erweitert werden.
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Lingerbestehende thrombotische oder arteriosklerotische Verschliisse konnen per
Bypassverfahren umgangen werden.

Fiir Bypassoperationen haben sich bisher am besten patienteneigene, sogenannte autologe
GefiBle, aufgrund gleicher Antigenitit und geringster Thrombogenitit, bewihrt. Am
hiufigsten werden dabei venose Gefille insbesondere bei lingerstreckigen Bypéssen genutzt.

Erste aortocoronare Bypassverfahren mit autologen Venen erfolgten durch den argentinischen
Herzchirurgen Rene Favoloro im Jahre 1967. Im weiteren Verlauf zeigte sich, dass die
venosen Gefille im arteriellen Kreislauf mehr Schaden nehmen als transplantierte Arterien
(Sabik et al. 2005; Muehrke et al. 1998; Motwani und Topol 1998).

Statistische Untersuchungen beziiglich Verschliissen von vendsen Bypdssen am Herzen
zeigten, dass 7% im ersten postoperativen Jahr einen Verschluss aufweisen, innerhalb von 5
Jahren kommt es bei 26% zu einem Verschluss und nach 10 Jahren sind nur noch ca. 41% der
Bypisse offen (Barner et al. 1985).

Die Ursache hierfir wird zum einen den Endothelschiden und dadurch bedingter
beschleunigter Atherosklerose der Gefialle im arteriellen Blutkreislauf durch den fiir Venen
unnatiirlich hohen Blutdruck zugeschrieben, zum anderen iatrogenen Gefdlschiden, die beim
zeitaufwendigen und meist auch traumatisierenden Freiprdparieren und Skelettieren von
Venen auftreten  sowie GefdBwandschdadigungen durch die Nihte im Bereich der
Anastomosen. Nachfolgend konnen Intimahyperplasien und Stenosen sich ausbilden
(Dashwood et al. 2009; Dashwood et al. 2004; Souza et al. 1999).
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Abbildung 1 zeigt schematisch eine gesunde Gefdfiwand mit Endothelzellen (EC) und normaler
Stickstoffmonoxid- (NO) und Prostacyclinbildung, die antiproliferativ und vasodilativ wirken, sowie
glatten Muskelzellen (SMC) in der Media.
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Abbildung 2 zeigt einen Gefdfsiwandschaden. Es werden unter anderem chemotaktische Interleukine
(IL) und Wachstumsfaktoren wie basic fibroblastic growth factor (bDFGF) und platelet derived groth

factor (PDGF) durch zerstorte glatte Muskelzellen und Immunzellen (MC) freigesetzt. Zusdtzlich
kommt es zum Abfall der NO-Synthese.
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Abbildung 3 zeigt die Ausbildung einer Intimahyperplasie nach Proliferation von glatten Muskelzellen

(SMC) der Media, Migration dieser in die Intima und Bildung von extrazelluldrer Matrix (ECM)
subendothelial.
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In der Bypasschirurgie am Herzen hat sich daher der Einsatz von arteriellen Bypissen
insbesondere der Arteria thoracica interna hinsichtlich Stenosen und Gefidf3verschliissen am
besten bewihrt (Klotz und Scheld 2007; Sabik et al. 2005; Motwani und Topol 1998; Boylan
et al. 1994; Barner et al. 1985).

Autologe arterielle Gefile als Bypisse stehen jedoch nur zur Uberbriickung iiber kiirzere
Distanzen zur Verfiigung. An den Extremititen werden aber hiufig langstreckige bzw. weiter
zentral groBlumige Bypésse benotigt, wie zum Beispiel bei Bauchaortenaneurysmata.

Ein Nachteil sowohl venoser als auch arterieller autologer Gefidlle ist, dass diese hdufig
aufgrund von Voroperationen oder generalisiertem GefidBleiden nicht im ausreichenden MafBle
zur Verfiigung stehen. Zudem miissen diese hdufig zeitaufwendig und den Patienten
zusitzlich traumatisierend gewonnen werden.

1.2. GefiBprothesen

Eine Alternative hierzu bieten kiinstliche Gefalprothesen, sogenannte Allografts, die meist
aus Dacron oder Polytetraflourethylen (PTFE) bestehen. Wobei PTFE und Dacron in Studien
zum Teil gegensitzlich beziiglich der postoperativen Durchgingigkeit bewertet werden
(Jensen et al. 2007; Davidovic et al. 2004; Miyazaki et al. 2002; Davidovic et al. 1997).

Der Vorteil der Allografts ist die unbeschrinkte Verfiigbarkeit in allen Gréen und Léngen.
Studienvergleiche zeigen jedoch, dass bei Implantation von Allografts eine erhohte
Verschlussrate gegeniiber Venen sowohl nach zwei Jahren als auch nach fiinf Jahren
Nachbeobachtungszeit zu verzeichnen ist (Klinkert et al. 2004; Klinkert et al. 2003; Jackson
et al. 2000; Tilanus et al. 1985).

Insbesondere Allografts mit Diametern unter 6mm Durchmesser haben ein schlechtes
Outcome im Vergleich zu autologen Gefillen (Abott et al. 1997).

In der aorto-koronaren Bypasschirurgie sind die bisherigen Erfahrungen mit den kiinstlichen
Grafts wenig erfolgversprechend. PTFE-Prothesen wurden in verschiedenen Studien als
Alternative zur Vena saphena magna eingesetzt.

Sapsford et al implantierte PTFE-Grafts von 4 mm Durchmesser in einer Patientengruppe.
Die von ihm untersuchten Prothesen waren nach 12-29 Monaten postoperativ nur teilweise
offen (Sapsford et al. 1981).

Hartmann et al empfiehlt die Anwendung von PTFE-Grafts in der aorto-koronaren
Bypasschirurgie nur fiir Notfille (Hartmann et al. 1991).
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Zusitzlich zeigte sich ein weiterer bedeutender Nachteil von alloplastischen Prothesen. Sie
sind signifikant hoher infektionsgefihrdet als autologe GefifBtransplantate (Bandyk et al.
2001).

Dies schrinkt den Einsatz der Allografts, insbesondere bei multimorbiden,
abwehrgeschwichten Patienten, weiter ein.

Um die Verschlussrate der Gefdprothesen weiter zu senken, hat Deutsch et al mit Hilfe von
Tissue Engineering Gefallprothesen mit autologen Endothelzellen besiedelt. Im Vergleich zu
PTFE-Prothesen zeigten diese eine signifikant hohere Offenheitsrate.

Diese biosynthetischen Hybriden zeigen eine geringere Oberflichenthrombogenitit, welche
die Funktionsfihigkeit bzw. die Offenheitsrate der Bypisse erhoht (Heyligers et al. 2005;
Deutsch et al. 1999).

Das Tissue Engineering hat im Bereich der Endothelialisierung von Geféassprothesen fiir die
distalen GefidBle die experimentelle Phase bereits verlassen und findet zum Teil klinischen
Einsatz. Das Herstellen von Gefallprothese mit autologen Endothelzellen ist jedoch
zeitaufwendig und teuer und schrinkt damit deren Einsatz ein.

1.3. Allogene GefiaBitransplantate

Bei den vielen Nachteilen von kiinstlichen Gefal3prothesen lag der Gedanke nahe, allogene
Gefifle zum Einsatz zu bringen.

Die allogene Transplantation beschreibt die Ubertragung von lebenden Zellen, Geweben oder
Organen zwischen genetisch verschiedenen Individuen derselben Spezies.

Es zeigte sich jedoch fiir frische allogene Gefédltransplantate eine hohe postoperative
Verschlussrate von iiber 90%. Hauptgrund fiir die schlechten Ergebnisse ist die Antigenitit
der Transplantate, auf die die Empfanger mit einer AbstoBungsreaktion reagieren (Stephen et
al. 1978).

Ein weiteres Problem bereitet die Lagerung der allogenen Gefil3e.

Mit zunehmender Lagerungszeit zeigte sich ein umgekehrt proportionaler Abfall von vitalen
Zellen in den GefdlBlen (Angell et al. 1987).

Der Erhalt der Zellen und ihrer Funktion im Transplantat ist jedoch von grofer Bedeutung
beziiglich der Offenheitsrate der allogenen GefidB3e nach der Transplantation (O Brien et al.
1987).
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1.4. Kryokonservierung

Zur Lagerung der Gefialle wurde auf schon zum groBen Teil etablierte Verfahren aus der
Herzklappenchirurgie zuriickgegriffen (O Brien et al. 1987).

Man suchte eine Moglichkeit zur dauerhaften Lagerung mit moglichst geringem Zellschaden.
Eine retrospektive Studie iiber kryokonservierte Herzklappen zeigte sehr gute Ergebnisse.
Keine dieser Herzklappen musste innerhalb der nachfolgenden zehn Jahre wegen
degenerativer Verdnderungen nachoperiert werden (O"Brien et al. 1987).

Es bot sich die Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff an. Eine Lagerung in fliissigem
Stickstoff bringt die biochemischen Prozesse in den Zellen zum Stillstand und sorgt so fiir
Stabilitit. Aber die Kryopriservation bringt auch ungeldste Probleme mit sich.

Werden Zellen in wissrigen Medien langsam eingefroren, so werden Eiskristalle zunichst im
extrazelluliren Raum gebildet. Das restliche extrazellulare Volumen verringert sich
zunehmend und dabei steigt die Konzentration von gelosten Salzen deutlich an.

Das urspriinglich bestehende osmotische Gleichgewicht zwischen extrazellulirem Raum und
dem intrazelluldren Raum gerét aus dem Gleichgewicht. Die Zellen verlieren durch den sich
aufbauenden osmotischen Gradienten Wasser an den extrazelluldren Raum, schrumpfen und
dehydrieren (Kryodehydration). Der Wasserverlust der Zelle hingt von der Geschwindigkeit
des Temperaturabfalls ab, da Wasser nicht ungehindert durch die semipermeablen
Zellmembranen diffundieren kann.

Ein langsamer Temperaturabfall erzeugt einen hohen Wasserverlust bzw. Dehydration der
Zellen und eine hohe Salzkonzentration intrazelluldr, die zelltoxisch wirkt. Ein schneller
Temperaturabfall verhindert einen zu groen Wasserverlust der Zellen, dadurch steigt aber die
Gefahr der intrazelluldren FEiskristallbildung, die wiederum Zellstrukturen zerstéren kann.
Mazur hat diese beiden schiddigenden Einfliisse bei der Kryopriservation als Zwei-Faktor-
Hypothese beschrieben (Mazur et al. 1972).

Weitere Riskofaktoren der Zellschiddigung bei der Kryopréservierung sind:

¢ die mechanischen Effekte der extrazelluldren Eisbildung

¢ die Entstehung von elektrischen Feldern und Gasblasen an den
Eis-Medium-Grenzfldchen, die mit der Zellmembran reagieren

e Veridnderung des ph-Wertes und der Viskositét der Restlosung
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Die moglichen Vorteile allogener Gefide gegeniiber alloplastischen Gefdlprothesen
beziiglich der Infektanfilligkeit und den Vorteil der alloplastischen Gefille beziiglich der
guten Verfiigbarkeit wollte man durch die Kryokonservierungstechnik verbinden.
Insbesondere erhoffte man sich eine erhohte Offenheitsrate von kryokonservierten allogenen
GefiBle gegeniiber Gefidl3prothesen.

Boren et al konnten 1978 erstmals erfolgreich Kaninchenarterien kryokonservieren.

In weiteren Experimenten zeigte sich jedoch, dass zwar meist eine gut erhaltene
Endothelfunktion nach Kryokonservierung bestand, die Funktion der glatten GefdBmuskulatur
jedoch haufig stark beeintrichtigt war (Paquinelli et al. 2006; Almassi et al. 1996; Schoeffter
und Miiller-Schweinitzer 1990).

Klinische Ergebnisse mit kryokonservierten Gefdalen schwanken sehr und sind weitestgehend
nur in Fallbeispielen beschrieben. So wurden starke Degenerationen und Rupturen von
Transplantaten beschrieben, aber auch erfolgreiche Behandlungen von Protheseninfektionen
oder mykotischen Aneurysmata (Leseéche et al 2001; Knosalla 2001; Castier et al. 1999;
Lehalle et al. 1997; Vischjdger et al. 1996).

Gut konservierbar sind einzelne Zellen oder kleinere Zellverbinde. Aber bereits bei grofleren
Zellverbianden oder sehr unterschiedlich zusammengesetztem Gewebe gibt es grofle
Probleme.

Es musste also die Technik der Kryokonservierung verbessert werden. So wurden
unterschiedliche Lagerungsmethoden vor dem Einfrieren untersucht sowie der
Temperaturabfall wihrend der Kryokonservierung als auch der Temperaturanstieg beim
Auftauen (Rendal et al. 2004; Bujan 2001; Pegg 1997; Song et al. 1995; Abebe et al. 1993;
Delfino et al. 1993).
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1.5. Kryoprotektoren

Eine besondere Rolle kam bei der Konservierung den unterschiedlichen Medien zu, in denen
die zu konservierenden Gefille gelagert werden sollten. Es wurden Medien benétigt, in denen
man die autologen Gefédlle nicht nur in ihrer Struktur, sondern auch die Funktion der Zellen
gut erhalten konnte.

Zum Erhalt der Zellen gibt es intra- und extrazellulire Kryoprotektoren, die alle gut
wasserloslich sind. Die intrazellularen Kryoprotektoren dringen in die Zellen ein, reduzieren
den Wasseranteil, binden die Wassermolekiile und reduzieren so die Eiskristallbildung, die
die Zellstrukturen zerstoren konnen.

Zu den intrazelluldren Protektoren zdhlen Dimethylsulfoxid (DMSO) sowie Glycerol,
Dimethylacetamid oder Athylenglycol. DMSO wird dabei am weitaus héufigsten als
Kryoprotektor eingesetzt (Ashwood-Smith und Farrantt 1980).

Extrazelluldare Kryoprotektoren bestehen aus makromolekularen Substanzen, die nicht die
Zellwinde durchdringen konnen. Sie binden das Wasser auflerhalb der Zelle und senken so
die Kristallbildung auferhalb der Zellen. Zusitzlich reduzieren sie die Salzkonzentration
auflerhalb der Zellen und verringern die Zellschrumpfung. Zu ihnen zihlen unter anderen
Chondroitinsulfat (CHSO), Dextran, Albumin, Polyethylenoxid und Polyethylenglycol
(Ashwood-Smith und Farrantt 1980).

Der Zellschutz durch die Protektoren vor Eiskristallen wihrend der Kryopriservation ist
dosisabhingig. Je hoher die Konzentration gewihlt wird, umso hoher ist jedoch auch deren
Zelltoxizitit. Diese fiihrt zur Destabilisierung von Zellproteinen.

Bisher erfolgte die Kryokonservierung von Gefaflen in experimentellen Studien haufig mit
DMSO in unterschiedlichen Konzentrationen. Die Ergebnisse beziiglich des Erhalts aller
Wandstrukturen waren jedoch nicht befriedigend, sodass weitere Protektoren zur
Verbesserung der Ergebnisse eingesetzt wurden.

Bohnke et al setzte erstmals 1987 CHSO als Kryoprotektor bei Hornhduten von Schweinen
mit guten Ergebnissen ein (Bohnke et al. 1987).

Brockbank et al berichtete 1994 iiber die Konservierung von vendsen GefidBlen in einer
Kombination aus 10% DMSO und 2,5% CHSO in fliissigem Stickstoff. In den
Nachuntersuchungen zeigte sich eine gute Funktion des Endothels und eine dabei noch
befriedigende Kontraktilitdt der Tunica media (Brockbank 1994). In pharmazeutischen
Studien konnte gezeigt werden, dass CHSO bei humanen Leukozyten die direkte Chemotaxis,
die Phagozytose und die Freisetzung von Lysozymen herabsetzt (Ronca et al. 1998).
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In einer Arbeit von Schmidt 1998 wurden die Erfolg versprechenden Ergebnisse durch eine
Kombination des extrazelluliren Kryoprotektors Chondroitinsulfat und des intrazelluldren
Kryoprotektors DMSO iibernommen und an kryopréservierten arteriellen Gefidlen
experimentell untersucht, da Arterien fiir Bypassoperationen in Bezug auf das funktionelle
Ergebnis besser geeignet sind (Boylan et al. 1994; Barner et al. 1985).

Zusitzlich erhoffte man sich bessere Ergebnisse durch die Kombination dieser beiden
Protektoren, da man die Konzentration des zytotoxisch wirkenden DMSO reduzieren konnte.
Es zeigte sich, dass beziiglich des gleichméfBigen Erhalts aller Wandschichten die giinstigsten
Ergebnisse durch eine Kombination beider Kryoprotektoren erzielt wurden (Schmidt 1998).

Um die Ergebnisse dieser experimentellen Studie zu iiberpriifen, wurde in dieser Arbeit eine
Studie an einem in-vivo Modell durchgefiihrt. Hierbei wurden Aorten aus Spenderratten
explantiert, in Medien mit dem Kryoprotektor DMSO und in Medien aus einer Kombination
der Kryoprotektoren DMSO und Chondroitinsulfat kryokonserviert, die in der Arbeit von
Schmidt 1998 die giinstigsten Ergebnisse zeigten, und anschlieBend in Empfingerratten
implantiert. Die implantierten Gefdle wurden nach vier bzw. vierundzwanzig Wochen
wieder explantiert, nachuntersucht und mit einer Kontrollgruppe verglichen (Abbildung 4).

11



Einleitung

Studienaufbau

Explantation Kryopraservation Implantation
~ p g— D
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Abb. 4

Abbildung 4 zeigt den Studienaufbau. Es erfolgte zundchst die Explantation der Aortensegmente von
Spenderratten. Die Aortensegmente wurden dann in unterschiedlichen Medien kryoprdserviert. Nach

dem Auftauen der Aortensegmente wurden diese wieder in Ratten implantiert und nach 4. bzw. 24.
Wochen erneut explantiert und nachuntersucht.

12
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Fragestellung der Arbeit:

1. Welchen Effekt hat die Kryopriaservation von Aorten auf den Erhalt von
Endothelzellen und elastischen Fasern nach Transplantation in Ratten.

2. Wie wirkt sich der Einsatz der Kryoprotektors DMSO einzeln oder in Kombination
mit CHSO auf die Ausbildung von Aneurysmen und Intimahyperplasien aus?

13
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Alle Versuchstiere wurden {iiber die Tierhaltung des Universititsklinikums Hamburg
Eppendorf bezogen. Bei den Versuchstieren handelte es sich um ménnliche Tiere vom
Rattenstamm LEWIS/Han.

Die Tiere wurden zu je fiinf Tieren in einem Kiifig mit Pressfutter und Wasser gehalten.

Die Ratten, aus denen die Bauchaorten explantiert wurden, wogen zwischen 250g und 350g
und waren zwischen drei und vier Monaten alt. Bei der Implantation der zuvor
kryokonservierten Gefdlle wogen die Empfingertiere aus der Gruppe der vierwochigen
Nachbeobachtungsgruppe zwischen 270g und 390g. Die Empfingertiere aus der
vierundzwanzigwochigen Nachbeobachtungsgruppe wogen zwischen 265g und 400g.

2.2. Gruppeneinteilung

Die entnommenen infrarenalen Aorten wurden in unterschiedlich zusammengesetzten und
konzentrierten Kryoprotektoren tiefgefroren.

2.2.1. Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe sind diejenigen Tiere, die direkt nach Explantation der Bauchaorta
einer Spenderratte diese wieder implantiert bekamen (Tabelle 1).
Sie diente als Referenzgruppe fiir die spitere histologische Auswertung.

Gruppe Kryoprotektor Anzahl der Tiere Beobachtungszeit

K keiner n=10 4 Wochen

K keiner n=10 24 Wochen
Tabelle 1

14
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2.2.2. Versuchsgruppen

Die explantierten Aortae abdominales wurden in Kryoprotektoren von unterschiedlicher
Zusammensetzung in fliissigem Stickstoff bei -196°C tiefgefroren (Tabelle 2).

4 Wochen Gruppe Kryoprotektor Anzahl der Tiere
G 1 15% DMSO n=10
G 2 10% DMSO + n=10
2% CHSO
G 3 15% DMSO + n=10
2% CHSO
24 Wochen Gruppe Kryoprotektor Anzahl der Tiere
G 1 15% DMSO n=10
G2 10% DMSO + n=10
2% CHSO
G 3 15% DMSO + n=10
2% CHSO
Tabelle 2

Tabelle 2 zeigt die Einteilung der Versuchsgruppen der explantierten Aortensegmente, die mit
unterschiedlichen Kryoprotektoren kryoprdserviert und 4 bzw. 24 Wochen nachbeobachtet wurden.

15
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2.3. Im- und Explantation der GefiBe

Die Narkose der Ratten zur Ex- oder Implantation erfolgte als Inhalationsnarkose in einem
gedeckelten Fiinfliter-Glastrog nach verdunsten von 1,5ml Methoxyfluoran. Eine
ausreichende Narkosetiefe ist nach etwa zwei Minuten erreicht. AnschlieBend erfolgt die
Lagerung der Ratte auf dem OP-Tisch in Riickenlage auf einem Korkbrett.

Die Extremitéiten werden mit Tapestreifen umwickelt und diese wiederum auf dem Korkbrett
mit groben Nadeln fixiert. Die Narkose wird mit 1,5ml Methoxyfluoran gefiihrt, das in einer
Kompresse gelost ist, welche in einem 30ml Zentrifugenrohrchen liegt. Die Offnung des
Zentrifugenrohrchens wird teilweise iiber die Schnauze der Ratte geschoben. Die
Narkosetiefe ist mittels der Atemfrequenz der Ratte zu fiihren.

Nach Fixierung, Desinfektion des Abdomens und ausreichender Narkosetiefe erfolgt die
Medianlaparotomie mit der Schere vom tiefen Unterbauch bis zum Xiphoid. Nach Ertffnen
der Bauchhohle werden die Laparotomierdnder mittig rechts und links mit je einer sterilen
Injektionsnadel von innen nach auBlen durchstochen. Die Injektionsnadeln werden dann im
Korkbrett fixiert, um das Abdomen offen zu halten.

Die weitere Operation erfolgt unter dem Operationsmikroskop. Es erfolgt nun das Darstellen
und Inzision des Retroperitoneums von proximal der Nierenarterien bis zur Bifurcation der
Aorta abdominalis. Das retroperitoneale Fettgewebe wird mit sterilen Wattestibchen stumpf
beiseite gedringt. Die genaue Freipriparierung der Aorta abdominalis mit Darstellung aller
Abginge erfolgt teils stumpf teils scharf mit spitzen Klemmchen und der Federschere nach
Miiller. Zunichst Ligatur der Abgidnge mit 8/0 Monosof (USSC). Dann werden die feinen
Bulldog-Klemmen direkt distal der Nierenabgangsarterien und proximal der Bifurcation der
Aorta abdominalis gesetzt.

Bei der Explantation von Gefdlen zur Kryokonservierung wird die Aorta, im Gegensatz zur
Implantation, unmittelbar proximal und distal der Bulldog-Klemmen mit der Federschere
abgesetzt, um eine moglichst lange Aorta abdominalis zu gewinnen. Die Gefilllange liegt
zwischen 15 und 20mm. Das Gefil wird sofort mit NaCl 0,9% gespiilt und anschlieBend in
ein 1,8ml fassendes Kryogefdl mit dem entsprechenden Einfriermedium (siehe Gruppen)
eingelegt und verschlossen.
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Die  Spenderratte  wird nun umgehend mittels einer Uberdosierung  der
Methoxyfluorannarkose schmerzfrei getotet.
AnschlieBend erfolgte die Kryokonservierung im Cryoson BV 25 (Abb. 4).

Bei der Implantation der kryokonservierten Gefdle wird ein ausreichend langes Stiick (2-
3mm) Aorta proximal und distal der Bulldog-Klemmen belassen, um das Spendergefil3
leichter zu implantieren (Abb. A).

Nach Explantation wird das im 37° C warmen NaCl-Bad aufgetaute Spendergefil3
implantiert. Hierbei wird iiber je zwei Eckfidden das Spendergefidl an der proximalen Aorta
der Empfingerratte fixiert (Abb. B).
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Es erfolgt zunéchst die Naht der Hinterwand mit einer fortlaufenden Naht (8-0 Monosof) und
dann die fortlaufende Naht der Vorderwand mit dem zweiten Eckfaden. Das gleiche
Vorgehen erfolgt fiir die distale Anastomosierung.

Hiernach wird zuerst die distale Bulldog-Klemme gelost und dann, bei ausreichender
Dichtigkeit der Anastomosen, die proximale Bulldog-Klemme (Abb. C).

Noch gegebenenfalls bestehende Blutungen an den Anastomosen werden mit
Einzelknopfnihten iibernidht. Nach kompletter Blutstillung ordnen der inneren Organe. Der
Verschluss der Bauchhohle erfolgt mit einer fortlaufenden durchgreifenden Naht (3-0
Polysorb).

Absetzen der Inhalationsnarkose. Die Aufwachphase des Tieres wird sorgfiltig bis zum
selbststindigen Laufen des Tieres im Kifig tiberwacht.
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2.4. Kryokonservierung

Das Einfriermedium wurde in einem sterilen Abzug angesetzt und bestand aus Medium 199,
fetalem Kilberserum (BSA) 10% und der entsprechenden Konzentration des Kryoprotektors
der unterschiedlichen Versuchsgruppen (Tabelle 2). Die Kryopriservation erfolgte in
Cryotubes der Firma NUNC in das je eine Aorta mit dem entsprechenden Einfriermedium
gegeben wurde. Neben diesem Gefidll wurde ein Gefdl mit dem gleichen Einfriermedium und
einer Referenzelektrode in dem Cryoson BV 25 plaziert. Das Gefdl diente zur
Temperaturverlaufskontrolle und enthielt keine Aorta.

GefiBeinfrierprogramm: BIO 4.05 biologisches Einfriersystem
TPC-286 Copyright Cryoson Hi-Tech BV 1993

Segment Laufzeit (Min.) Endtemperatur (°C)

1 5.0 0.0

2 10.0 -5.0
3 0.3 -32.0
4 2.0 -32.0
5 2.0 -25.0
6 2.0 -25.0
7 4.0 -10.0
8 15.0 -30.0
9 20.0 -80.0

Tabelle 3

Tabelle 3 zeigt die schrittweise Abkiihlung der Kiihlkammer iiber die einzelnen Zeitrdume bis zum
Erreichen der Zieltemperatur.

19




Material und Methoden

Temperaturverlauf beim Einfrierprogramm

40 -
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Abb. 2

Die Abbildung 2 zeigt den Abfall der Temperatur bezogen auf die Zeit (Minuten). Die obere Kurve
stellt den Temperaturabfall in dem Gefdfs mit der Referenzelektrode dar. Die untere Kurve bildet den
Temperaturverlauf  in der Kammer des Cryoson BV 25 ab. Als korrekt abgeschlossene
Einfriervorgdnge wurden nur jene gewertet, die eine abfallende Gerade in der Temperaturkurve des
Referenzgefipfies zeigten.
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Nach abgeschlossenem Einfriervorgang im Cryoson BV 25, wurden die Gefil3e bei einer
Temperatur von —80°C der Einfrierkammer entnommen und in einen mit fliissigem Stickstoff
gefiillten Lagerungstank bei —196°C gelagert.

Die SpendergefiBle wurden in dem Stickstofftank zwischen 9 und 13 Monaten bis zur
Implantation gelagert.

Das Auftauen erfolgte nach Entnahme aus dem Stickstofftank langsam iiber ca. 10 Minuten,
anschlieend im Wasserbad bei 37°C und dann schrittweise Ausspiilen des Kryoprotektors in
0,9% NaCl.

2.5. Histologische Methoden

Nach endgiiltiger Explantation wurden die GefidBle kurz in 0,9% NaCl-Losung gespiilt und
anschliefend in Formaldehyd fixiert. Danach wurden die Gefifle fiir 2 Stunden in PBS
eingelegt. Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe mit 80%, 96% und 100% Isopropanol fiir
jeweils eine Stunde. Hiernach wurden die Gefidfe in Rotihistol fiir 1 Stunde eingelegt.
AbschlieBend erfolgte die Einbettung im Paraffinbad fiir 24 Stunden.

Die histologischen Schnitte erfolgten transversal an einem Schlitten-Mikrotom der Firma
Microm Gmbh in Sum Dicke. Die Schnitte wurden dann auf silanisierte Objekttriager der
Firma Marienfeld aufgezogen.
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2.5.1. Masson Goldner Farbung

Diese Fiarbung erfolgte nach folgendem Protokoll:

Entparaffinieren in Rotihistol
Rehydrieren in Ethanol 100%
Ethanol 96%
Ethanol 70%
Féarben in Mayers Haematoxylin Solution
Bliuen in Leitungswasser (flieBend) fiir
Waschen in destilliertem Wasser
Férben in Trichromlosung
Waschen in destilliertem Wasser
Dehydrierung in Ethanol 70%
Ethanol 96%
Ethanol 100%
Rotihistol

Eindeckeln in Eukitt/Entellan

2X 5 min
2X 5 min
2X 2 min
2X 2 min

10 min

10 min

2x 10 Sekunden
10 min

2x 10 Sekunden
2x 2 min

2x 2 min

2X 5 min
2X 5 min
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2.5.2. Immunhistologische Fiarbung

Mouse anti Rat RECA-1 (Paraffin)

Entparaffinieren in Xylol 2x 5 min
Rehydrieren in Ethanol 100% 2X 2 min
Ethanol 96% 2X 2 min
Ethanol 70% 2x 2 min

Demaskierung in 25ml Target Retrieval Puffer + 225ml Aqua dest. im
Autoklaven GLA 40 (Geriteprogramm) der Fa. KG Fritz Gossner ca. 70 min

Spiilen in Aqua dest. kurz

Block der endogenen Peroxidase 3% H202 in Methanol

(20ml 30% H202 + 180 ml Methanol) pH 7,4 5 min
Waschen in Aqua dest. kurz
Waschen in TBS 1:10 2x 3 min
Block 1% BSA in TBS (2g/200ml TBS) 20 min

Fliissigkeit abklopfen, aber nicht austrocknen lassen
Schnitte mit DaKo Pen(Fettstift) umranden

Primir Antikorper(PAK) RECA-1 (bzw. MOPC 21 fiir Negativkontrolle) in
Dako Antibody Diluent 1:50 verdiinnen und bei Raumtemperatur inkubieren

Envision +R System HRP(DAB) 60 min
Waschen in TBS 1:10 (PAK und Negativkontrolle getrennt) 2X 5 min

Fliissigkeit abklopfen, aber nicht austrocknen lassen
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Inkubation in HRP konj. Polymer (-ready to use-) 30 min
Waschen in TBS 1:10 2x 5 min
DaKo Substrat DAB + Chromogen (lichtgeschiitzt) 15 min
Spiilen in Aqua dest. kurz
Meyers Haematoxylin Solution 7 min
Blduen unter flieBendem Leitungswasser 10 min
Spiilen in Aqua dest. kurz
Dehydrierung in Ethanol 70% 2X 2 min
Ethanol 96% 2X 2 min
Ethanol 100% 2x 2 min
Xylol 2x 5 min

Eindeckeln in Eukitt/Entellan
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2.6. Lichtmikroskopische Beurteilung der Firbungen

Die Auswertung der Fiarbungen erfolgte an Transversal-Schnitten der Gefdfe unter dem
Lichtmikroskop bei 40- bis 80-facher Vergroerung und mit dem Computerprogramm Image
J 1.40g (Java-Programm, Publicdomain, rsb.info.nih.gov/ij).

Die Masson Goldner Firbung erfolgte zur Beurteilung der Anzahl der Endothelzell-Kerne im
Bereich der Implantate sowie deren Intimahyperplasie in Bezug auf die Héaufigkeit des
Auftretens, ihrer Fldche und in deren Groflenverhiltnis zur Tunica Media. Zusétzlich wurden
im Bereich der Implantate die Elastica-Fasern der Tunica Media an den histologischen
Schnitten mit der Masson Goldner Fiarbung erhoben.

Die immunhistochemische Firbung mit dem RECA-1 Antikorper erfolgte zur Darstellung der
Endothelzellschicht und deren Integritét.

2.6.1. Beurteilung Masson Goldner Fiarbung

Die Anzahl der Endothelzellen erfolgte an den histologischen Schnitten der Masson Goldner
Farbung. Da an einem einzelnen Transversalschnitt nicht jeder Zellkern der vorhandenen
Endothelzelle angeschnitten wird, wurden zwei aufeinanderfolgende Schnitte ausgezihlt und
deren Mittelwert pro um umschlossenes GefidBlumen gebildet. Eine hohe Anzahl an
Endothelzellkernen wurde mit einem guten Kryokonservierungsergebnis gleichgesetzt. Die
Abbildung 12 stellt exemplarisch Implantate verschiedener Gruppen in Bezug des Endothels
gegeniiber und in Abbildung 13 werden die Mittelwerte der Endothelzellkern-Anzahlen pro
pm des umschlossenen Lumens der einzelnen Gruppen dargestellt.

Das Auftreten einer Intimahyperplasie wurde anhand der histologischen Schnitte mit ,,Ja*
bzw. ,Nein“ bewertet und fiir jede untersuchte Gruppe in Prozent angegeben. Die
Ausdehnung der Intimahyperplasie spielte dabei keine Rolle.
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In der Abbildung 12 werden Intimahyperplasien von Implantaten und Anastomosen
unterschiedlicher ~Gruppen dargestellt. Zusitzlich werden  Aortenabschnitte  der
Empfingerratten cranial der Implantate gezeigt. In der Abbildung 13 wird das Auftreten von
Intimahyperplasien in den einzelnen Gruppen in Prozent dargestellt.

Zusitzlich wurde an Hand der Schnitte mit der Masson Goldner Fiarbung die Fliche der
ausgebildeten Intimahyperplasien der einzelnen Implantate ins Verhiltnis zur Fliche der
Tunica media (Ratio Intima/(Intima+Tunica media)) gesetzt. Die einzelnen Flichen wurden
per Hand mit dem Computerprogramm Image J 1.40g ausgemessen und in um? angegeben.
Die Ausdehnung der Intimahyperplasien der einzelnen Implantate in den unterschiedlichen
Gruppen zeigt die Abbildung 15. In der Abbildung 16 wird die Ratio Intima/(Intima+Tunica
media) dargestellt.

Anhand dieser Farbung wurde der Grad der Schliangelung der Elastica Fasern der Tunica
Media semiquantitativ von schlecht bis sehr gut eingeteilt, wobei schlecht mit ,,0° und sehr
gut mit ,,3“ bewertet wurde. Die Auspriagung der Schlingelung wurde mit der Spannung der
Fasern und damit mit der Funktionalitit der Elasticafasern gleich gesetzt. Die Auswertung
erfolgte semiquantitativ und ist in der Tabelle 4 und Abbildung 18 dargestellt.

2.6.2. Beurteilung RECA-1 Antikorperfiarbung

Diese Fiarbung wurde zur Darstellung der Endotheloberflidche und ihrer Integritit ausgewdhlt.
Dabei bindet der RECA-1 Antikoérper (Rat Endothelial Cell Antibody) an den Oberflidchen-
Antigenen der Endothelzellen von Ratten und kann immunhistochemisch angeféarbt werden.
Zu jeder Firbereihe eines Implantates wurde zusitzlich eine Negativ-Kontroll-Farbung
durchgefiihrt, um sicher zu stellen, dass nur das Endothel spezifisch angefdarbt wird. Der
Antikorper ist fiir die Firbung von Kryoschnitten ausgelegt.

Da die histologische Auswertung der Implantate jedoch grofBten Teils auf die Masson Goldner
Farbung ausgelegt war, wurden die Implantate in Paraffin eingebettet. Die Farbung der
Paraffin-Schnitte mit dem Antikérper erwies sich als sehr schwierig, da die Gefdschnitte
bzw. die Endotheloberfliache zundchst demaskiert werden mussten, um eine Firbung mit dem
RECA-1 Antikorper zu ermoglichen.

26



Material und Methoden

Dies konnte jedoch nach vielen Versuchen nur bei hohen Temperaturen im Autoklaven
ausreichend durchgefiihrt werden. Es zeigte sich, dass die hohen Temperaturen die Schnitte
auf den Objekttriagern trotz stindigem Feuchthaltens (siehe Fiarbeprotokoll) qualitativ deutlich
beeintrichtigten. Die Schnitte warfen Wellen auf den Objekttrigern und schlugen zum Teil
um. Zusétzlich traten Gewebsbriiche im Bereich des Endothels und der Media auf, die bei
dem gleichen Préparat in der Trichromfidrbung nicht auftraten.

Man muss daher davon ausgehen, dass die Behandlung der Schnitte im Autoklaven die
Ergebnisse beziiglich der Endothelialisierungsrate erheblich beeinflusst, sodass eine korrekte
Auswertung nicht moglich ist. Eine verwertbare Aussage iiber die Integritit der
Endotheloberfldche konnte lediglich in weniger als der Hélfte der Schnitte erfolgen.

Daher wurden die Ergebnisse dieser Farbung nicht in die Auswertung dieser Arbeit mit
einbezogen und nur exemplarisch in der Abbildung 3 gezeigt.

“100pm , o

Abb. 3

Abbildung 3 zeigt die bei der immunhistochemischen Fdrbung aufgetretenden Artefakte mit Ablosung
des Endothels, Briichen der Media und Wellen im Transplantat (A 20 fach und B 6,4 fach vergofiert).
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2.7. Fotodokumentation

Die makroskopische Dokumentation der Gefialimplantate erfolgte durch ein Fotomikroskop
der Fa. Olympus mit einem Film von Kodak (Ektachrom 160T). Die histologischen Bilder
wurden ebenfalls mit einem Mikroskop der Fa. Olympus (digital) aufgenommen und mit dem
Computerprogramm Image J 1.40g bearbeitet.

2.8. Statistik

Die Daten wurden der deskriptiven Statistik zugefiihrt und ausgewertet und in Form von
Balken- und Punktdiagrammen dargestellt. Die Aussagen beziiglich der Signifikanz erfolgten
durch den Mann Whitney Rank Sum Test.
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3. Ergebnisse

Untersucht wurden folgende Punkte:

Uberlebensrate der transplantierten Ratten
Anzahl der Endothelzellkerne

Ausbildung von Aneurysmata
Intimahyperplasie

a. Haufigkeit des Auftretens einer Intimahyperplasie

b. Intimahyperplasie-Fldache

c. Verhiltnis der Intimahyperplasie-Flache zur Gesamtflaiche der
GefiBwand im Transversalschnitt (Ratio)

e Schlidngelung der Elastica-Fasern der Tunica media

3.1. Uberlebensrate der Ratten

Zunichst wurde die Uberlebensrate der Empfingerratten untersucht. Sie wurde als MaB fiir
die technische Ausfiihrung der Narkosefiihrung und der Transplantation der Gefidlle gewertet.
Hierbei zeigte sich eine gleichmiBig hohe Uberlebensrate der Ratten von nahezu 100%.
Lediglich in der Gruppe G3 verstarb ein Tier nach 61 Tagen friihzeitig bei einer Thrombose
der Aortenbifurkation und der Beckenstrombahn bei einem Aneurysma des Implantates. Die
Uberlebensrate wird in der Abbildung 4 dargestellt.
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Uberlebensrate der Empfiangerratten

K G1 G2 G3 K G1 G2 G3

4 Wochen 24 Wochen

Abb. 4

Abbildung 4 zeigt die Uberlebensrate der Ratten in den Untersuchungsgruppen nach Implantation der
Aortensegmente.

Abb. 5

Abbildung 5 zeigt beispielhaft je ein Aortentransplantat vor Explantation nach 4 Wochen (A) und nach
24 Wochen (B) Implantationszeit.
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Abb. 6

Die Abbildung 6 zeigt beispielhaft Transversalschnitte der Masson-Goldner Firbung ((A+C)6,4-fach
und (B+D)20-fach vergrdf3ert). Die mikroskopisch unauffilligen Implantate der Gruppen GI und G3
nach 4 bzw. 24 Wochen. Es findet sich keine Intimahyperplasie sowie eine gleichmdfig gute
Schliingelung der Elastica-Fasern mit geringer Odembildung.
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3.2. Anzahl der Endothelzellkerne

Hierbei wurde die Anzahl der Endothelzellkerne pro pm umschlossenen Lumens in den
einzelnen Gruppen erhoben und untereinander verglichen.

Dabei fanden sich signifikante Unterschiede in dem Nachbeobachtungszeitraum iiber 4
Wochen in den Gruppen G1 (15% DMSO) und G3 (15% DMSO + 2% CHSO) im Vergleich
zu der Kontrollgruppe sowie in der Gruppe G3 zur Kontrollgruppe im
Nachbeobachtungszeitraum iiber 24 Wochen.

Endothelzellkerne / um Lumenumfang

r A ‘. B

% p = 0,009

*
% p = 0,019
' ' w5k p = 0,020
K G G2 G3 K G1 G2 a3

4 Wochen 24 Wochen

Abb. 7

Abbildung 7 zeigt den Mittelwert der Endothelzellkern-Anzahl pro um des umschlossenen Lumens der
Aortenimplantate in den einzelnen Gruppen. Dabei findet sich ein signifikanter Unterschied im
Vergleich der 4-wochigen Kontrollgruppe mit den Gruppen Gl und G3 und in der 24-wochigen
Nachbeobachtungszeit zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe G3 im Mann-Whitney Rank Sum
Test.
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i
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Abbildung 8 zeigt als Beispiel Endothelzellkerne eines Implantats aus der Kontrollgruppe nach 4
Wochen Implantationszeit (A). Das rechte Bild zeigt im Vergleich dazu Endothelzellkerne eines

Implantats aus der Kontrollgruppe nach 24 Wochen Implantationszeit (B).

Endothelzellkern

Abb. 9

Endothelzellkern

Abbildung 9 zeigt das Endothel eines Implantats der Gruppe G3 nach 4 Wochen Implantationszeit (C)
und das Endothel eines Implantats der Gruppe G3 nach 24 Wochen Implantationszeit (D). Deutlich
auffdllig ist die geringere Anzahl von Endothelzellkernen beider Implantate im Vergleich zu den

Kontrollgruppen (Abbildung 8 (A+B)).
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3.3. Ausbildung von Anastomosen-Aneurysmata

Bei der Explantation der Implantate wurden zum Teil Aneurysmata an den Anastomosen
gefunden. Dabei waren die Anzahl der Aneurysmata gleichmiBig auf proximale und distale
Anastomosen verteilt. Es zeigte sich jedoch eine deutlich unterschiedliche Verteilung der
Aneurysmata im Vergleich der einzelnen Gruppen. Am héufigsten traten Aneurysmata in den
Kontrollgruppen auf. Wobei mit 30% diese am hédufigsten in der 24 wdchigen
Nachbeobachtungszeit auftraten. In der Gruppe G3 traten 10% Aneurysmen in beiden
Nachbeobachtungszeitriumen auf. In der Gruppe G2 waren Aneurysmen nur in den 24
wochigen Nachbeobachtungszeiten zu finden. Am besten schnitt die Gruppe GI1 in beiden
Nachbeobachtungszeitraumen mit DMSO 15% als alleinigen Kryoprotektor ab. Hier traten
keine Aneurysmen an den Anastomosen auf.

Aneurysmen im Bereich der Implantate wurden in keiner der verschiedenen Gruppen
beobachtet.

G stV " I_ilﬁltausriss mit
~ GefiBwanddefekt

oo 4

Abb. 11

Abbildung 11 zeigt ein grofles, distales Anastomosenaneurysma nach Explantation (A) und den
histologischen Schnitt durch ein falsches Aneurysma mit Nahtausrif3 im teilthrombosierten Lumen (B).
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Anastomosen - Aneurysmata

G2 G383 K G1 G2 G3

4 Wochen 24 Wochen

K G1

Abb. 10

Abbildung 10 zeigt die prozentuale Verteilung der ausgebildeten Aneurysmen an den
Gefdflanastomosen in den einzelnen Gruppen. Auffdllig ist der deutlich hohere Anteil an Aneurysmen
in den Kontrollgruppen.

35



Ergebnisse

3.4. Intimahyperplasie

3.4.1. Haufigkeit von Intimahyperplasien in den Gefaf3transplantaten

Zur Beurteilung der Verdnderung der GefdBtransplantate nach 4- bzw. 24-wochiger
Implantation wurde als Erstes die Anzahl des Auftretens einer Intimahyperplasie in den
unterschiedlichen Gruppen untersucht. Dabei spielte es keine Rolle wie ausgeprigt die
einzelne Intimahyperplasie in den einzelnen Gefdllen war, sondern es wurde lediglich
untersucht, ob eine Hyperplasie der Intima vorlag oder nicht. Wie zu erwarten war, nahm das
Auftreten einer Intimahyperplasie mit der Lange des Verbleibs in der Empfinger-Ratte zu.

Bei den ausgewerteten histologischen Schnitten zeigte sich in den Kontrollgruppen nach 4
Wochen und nach 24 Wochen bei keinem Implantat eine Intimahyperplasie.
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Abb. 12

Abbildung 12 zeigt eine Intimahyperplasie im Bereich eines Implantats nach 4 Wochen (A) und eine
Intimahyperplasie nach 24 Wochen Beobachtungszeit (B). Im Bild C und D ist je eine
Intimahyperplasie im Bereich der Anastomose nach 4 und 24 Wochen Beobachtungszeit dargestellt.

Die Bilder E und F zeigen Ausschnitte cranial der Anastomosen im empfingereigenen Aortenabschnitt
Jeweils ohne Intimahyperplasie.
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Es fand sich in der Gruppe G1 mit 15% DMSO nach 4 Wochen in jedem zweiten Implantat
eine Intimahyperplasie und nach 24 Wochen bei 71% eine Hyperplasie. Damit erbrachte diese
Gruppe die schlechtesten Ergebnisse beziiglich der Hiufigkeit des Auftretens von
Intimahyperplasien in den Implantaten. Bei den Gruppen G2 und G3 zeigte sich ein
prozentual selteneres Auftreten von Intimahyperplasien. Nach 4 Wochen entwickelte sich in
der Gruppe G2 bei 40% eine Hyperplasie und nach 24 Wochen bei 55%; die Gruppe G3
brachte mit der Kombination der Protektoren von 15% DMSO und 2% CHSO die besten
Ergebnisse. Hier zeigte sich nach 4 Wochen bei 30% und nach 24 Wochen bei 38% der
Implantate eine Intimahyperplasie (Abbildung 13).

Haufigkeit von Intimahyperplasien

K G1 G2 G3

4 Wochen 24 Wochen

G1 G2 G3

Abb. 13

Abbildung 13 stellt die Hdufigkeit von Intimahyperplasien in den transplantierten Aortengefdfien der
unterschiedlichen Untersuchungsgruppen dar.
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Auffillig war, dass sich in allen untersuchten Gefdllen, in denen eine Intimahyperplasie
auftrat, die Intimahyperplasie nur auf die Ldnge des Implantates beschrinkte sowie im
Anastomosenbereich zu finden war. Cranial und distal der Anastomosen fand sich keine
Intimahyperlasie.

3.4.2. Ausdehnung der Intimahyperplasien

Im Weiteren wurde die flachenméBige Ausdehnung der aufgetretenen Intimahyperplasien mit
dem Computerprogramm ImageJ 1.40g in pm? vermessen und zwischen den einzelnen
Gruppen verglichen.
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Abb. 14

Abbildung 14 zeigt beispielhaft ein Transversalschnitt eines Aortentransplantates (24 Wochen) mit
einer deutlichen Intimahyperplasie in der Trichrom-Fdrbung.
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Die kriftigste Ausbildung von Intimahyperplasien zeigte sich dabei in dem
Nachbeobachtungszeitraum iiber 4 Wochen in der Gruppe G1 mit 15% DMSO als alleinigen
Kryoprotektor. Im Mittel bildete sich eine Intimahyperplasie iiber 77.087 um? aus.

In den Gruppen G2 (10% DMSO + 2% CHSO) und G3 (15% DMSO + 2% CHSO) waren die
Werte deutlich geringer. In der Gruppe G2 entwickelte sich eine Intimahyperplasie im Mittel
iiber 37.652 pm? und in der Gruppe G3 iiber 22.575 um?2. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe
K zeigte sich ein signifikanter Unterschied in den Gruppen G1 und G2.

In den Gruppen iiber einen Nachbeobachtungszeitraum von 24 Wochen findet sich die
deutlichste Intimahyperplasiebildung in der Gruppe G2 mit einem Mittel von 84.943 um?. Die
Gruppen G1 und G3 haben eine deutlich geringere Hyperplasie entwickelt.

In der Gruppe G3 findet sich im Mittelwert eine Hyperplasie iiber 23.352 um? und in der
Gruppe G1 ist Neigung zur Ausbildung einer Hyperplasie mit einem Mittel von 20.789 pm?
am geringsten. Der Mann-Whitney Rank Sum Test zeigt einen signifikanten Unterschied aller
drei Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 15).
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Ausdehnung der Intimahyperplasie
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Abbildung 15 zeigt die unterschiedlich grofien Intimahyperplasien der Implantate in um? Die roten
Balken geben die Mittelwerte an.

41



Ergebnisse

3.4.3. Ratio der Intima-Media Fliche

Hier wurde die Fliche der Intima in um? ausgemessen und ins Verhiltnis zur gesamten
Wandflache (Intima+Media) gesetzt.

In der vierwochigen Nachbeobachtungszeit zeigte sich in den Gruppen GI1 mit einem
Mittelwert von 0,1 und in der Gruppe G2 mit einem Mittelwert von 0,05 die groB3te Ratio. Die
Gruppe G3 wies den kleinsten Mittelwert mit 0,02 auf. Im Mann-Whitney Rank Sum Test
konnte nur ein signifikanter Unterschied der Gruppen Gl und G2 zur Kontrollgruppe
dargestellt werden.

Die Verteilung in den Gruppen iiber 24 Wochen Nachbeobachtungszeit war etwas anders.
Hier war der Mittelwert der Ratio der Gruppe G2 mit 0,09 am hochsten, in der Gruppe Gl
betrug er 0,05 und in der Gruppe G3 0,03. Der Mann-Whitney Rank Sum Test konnte einen
signifikanten Unterschied fiir alle drei Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen
(Abbildung 16).
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Abbildung 16 stellt das Verhdltnis von Intima- zur gesamten Wandfliche (Intima+Media) dar. Hier
ergeben sich nach dem Mann-Whitney Rank Sum Test die gleichen signifikanten Unterschiede, wie in
der Abbildung 14 dargestellt. Die roten Balken geben die Mittelwerte an.
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3.5. Funktionalitit der Elastica-Fasern der Tunica media

Zur Beurteilung der elastischen Fasern der Tunica media wurde das Ausmall der
Schldngelung der Fasern bewertet.
Es erfolgte eine Einteilung in ,,schlecht, ,, maBig®, ,,gut* und ,,sehr gut* (Tabelle 4). Dabei
wurde eine schlechte Schlidngelung bzw. eine deutliche Streckung der Fasern einer schlechten
Funktionalitit gleichgesetzt und umgekehrt. Hierbei zeigten sich in den unterschiedlichen
Gruppen Unterschiede, die sich in den 4 und 24 wochigen Beobachtungszeitraumen aber
nicht wesentlich zueinander verdnderten.

Schlingelung der Elasticafasern

Befund Faserschliangelung
(als Punktwert)
Sehr gut 3
gut 2
maBig 1
schlecht 0

Tabelle 4

Tabelle 4 zeigt die semiquantitative Beurteilung der Elastica-Faserschlingelung als Punktwert.
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Abbildung 17 zeigt Beispiele fiir die Schlingelung der elastischen Fasern. Bild A zeigt sehr gut
erhaltene Elastica-Fasern im Bereich der ratteneigenen Aorta der Empfinger-Ratte aus der
Kontrollgruppe (24Wochen) cranial der Implantat-Anastomose. Bild B zeigt ebenfalls sehr gut
erhaltenen Elastica-Fasern im Bereich des Implantates aus der Kontrollgruppe (24Wochen). Bild C

zeigt eine mdflige Schlingelung der Elastica-Fasern einer implantierten Aorta aus der Gruppe G3 (24
Wochen).
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Die Kontrollgruppen wiesen in beiden Beobachtungszeitraumen dabei die beste Funktionalitit
bzw. Schlingelung der Elastica-Fasern von ,,gut* bis ,,sehr gut* auf. Die anderen Gruppen
fallen dazu im Ergebnis ab. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wies die Gruppe G1 in beiden
Beobachtungszeitrdumen die beste Funktionalitdt mit tiberwiegend ,,guter Schldngelung auf.
Die Gruppen G2 und G3 fallen diesbeziiglich gleichmédfig im vierwochigen
Beobachtungszeitraum weiter ab. Die Schlidngelung liegt bei ,,médBig* bis ,,gut®. Diese nimmt
im vierundzwanzigwochigen Beobachtungszeitraum noch weiter ab und das Ergebnis ist bei
der Gruppe G2 dann am schlechtesten.

Elastica Schlingelung
sehr gut

schlecht ‘ I I I | | I l
K G1 G2 G3 K G1 G2 G3

4 Wochen 24 Wochen

Abbildung 18 zeigt die semiquantitative Auswertung beziiglich der Schidngelung der Elastica-Fasern
der Tunica Media als arithmetisches Mittel. Wobei eine stirkere Schlingelung einer besseren
Funktionalitit der Elastica-Fasern zugeordnet wurde.
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse in diesem in-vivo Modell beziiglich der Erhaltung der -einzelnen
Wandschichten der Arterien durch die unterschiedlichen Kryoprotektoren wihrend der
Kryokonservierung werden zunéchst einzeln betrachtet.

Untersucht wurde die Verdnderung der Anzahl Endothelzellen pro um Lumenumfang im
Vergleich zu der Kontrollgruppe. Das beste Ergebnis wird hier in der Gruppe G2 durch die
Kombination von DMSO 10% und CHSO 2% erreicht. Das gilt sowohl fiir den
Beobachtungszeitraum iiber 4 als auch iiber 24 Wochen. Die Gruppe G1 und die Gruppe G3
mit dem Kryoprotektor DMSO 15% bzw. in Kombination mit CHSO 2% schneiden im
Vergleich etwa gleichméBig schlechter ab.

Das Auftreten von Aneurysmata trat in der Gruppe Gl mit DMSO 15% als alleinigen
Kryoprotektor in beiden Beobachtungszeitrdumen gar nicht auf und zeigt damit die besten
Ergebnisse im Gruppenvergleich. Die Gruppen G2 und G3 entwickelten sich etwa gleich
hiufig Aneurysmen und bei den Kontrollgruppen zeigten sich die meisten Aneurysmen.

Das Auftreten von Intimahyperplasien ist in der Gruppe G3 bei der Kombination der
Kryoprotektoren DMSO 15% und CHSO 2% am seltensten. Am hiufigsten findet man die
Intimahyperplasie in der Gruppe G1 mit DMSO 15% als alleinigen Kryoprotektor. Dies gilt
fiir beide Beobachtungszeitraume, wobei die Haufigkeit der Intimahyperplasien mit der Lidnge
der Nachbeobachtungszeit in allen Gruppen gleichmifig zunimmt.

Die Ausdehnung der aufgetretenen Intimahyperplasien ist bei der Gruppe G3 am geringsten
insbesondere nach 4 Wochen Beobachtungszeit, nach 24 Wochen in der Gruppe G1 und G3.
Am ausgeprigtesten ist die Intimahyperplasie in der 4 wochigen Beobachtungszeit in der
Gruppe G1 und nach 24 Wochen in der Gruppe G2. Gleiches gilt fiir die Ratio, also die
Ausdehnung der Intimahyperplasie im Vergleich zur gesamten Querschnittsfliche der
Gefiwand.

Als Mal fiir die Intaktheit der Media wurde die Schlidngelung der Elastica-Fasern beurteilt.
Die besten Ergebnisse erzielt hier die Gruppe G1 mit dem einzelnen Kryoprotektor DMSO
15%. Die unterschiedlichen Kombinationen der Kryoprotektoren DMSO und CHSO in den
Gruppen G2 und G3 fallen in Bezug auf den Erhalt der Elastica-Fasern in etwa gleichméBig
in beiden Nachbeobachtungszeitrdumen ab.
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Betrachtet man alle Ergebnisse zusammen, so ergibt sich der beste Erhalt der Endothelzellen
in der Gruppe G2. Die beste Konservierung in Bezug auf die Héaufigkeit von
Intimahyperplasien und ihrer Ausdehnung im Vergleich zum gesamten Gefalwandquerschnitt
findet sich in der Gruppe G3 mit einer Kombination von 15% DMSO und 2% CHSO.

Der Erhalt der Elastica-Fasern und des Endothels gelang jedoch am besten in der Gruppe G1
mit dem einzelnen Kryoprotektor DMSO in 15% Konzentration.

Am gleichméBigsten erhielt die Kombination von 15% DMSO und 2% CHSO der Gruppe G3
die Wandschichten der Arterien.
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5. Diskussion

Die Bypassoperation hat in der Behandlung von Gefid3verschliissen inzwischen einen festen
Stellenwert in der Medizin. Sie wird eingesetzt, wenn konservative Maflnahmen zur
Verbesserung der Durchblutung vom Herzen oder Extremitéiten nicht mehr ausreichend sind.
Dabei nimmt die Anzahl der Patienten, die eine operative Versorgung mittels Bypass
benotigen, weiter zu (Deutsches Institut fiir Medizinische Dokumentation und Information
2009).

Studien haben gezeigt, dass der Einsatz von eigenen Gefden, sowohl Arterien als auch
Venen, den kiinstlichen GefidBBprothesen, insbesondere von Prothesen mit einem Durchmesser
unter 6mm, iiberlegen sind (Klinkert et al. 2004 und 2003; Lang et al. 2001; Jackson 2000).
Héufig miissen jedoch Prothesen eingesetzt werden, da keine patienteneigenen Venen oder
Arterien zur Verfiigung stehen.

Ziel wire es hier Gefdbanken zu errichten, in denen allogene Gefille zeitlich unbegrenzt
gelagert werden konnen, um so bei Bypassoperationen die Nachteile der alloplastischen
GefiBBprothesen zu umgehen und die Vorteile der allogenen Gefille zu nutzen. Hierbei bedarf
es jedoch noch intensiver Forschung, um eine Technik der Kryopréservation zu entwickeln,
die die Struktur und Funktion der Gefidfle weitestgehend erhilt.

In der eigenen Untersuchung sollte gepriift werden, ob die Kryoprotektoren, die zuvor in einer
Arbeit von C. Schmidt 1998 im in-vitro Tiermodell gute Ergebnisse beziiglich des Erhalts der
GefiBstrukturen von infrarenalen Aortensegmenten erzielten, diese auch im in-vivo
Tiermodell erreichen.

Kryopriservation kann eine Zellschiddigung des eingefrorenen Gewebes verursachen. Diese
wird durch drei wesentliche Schritte bei der Kryopriservation beeinflusst. Dabei handelt es
sich um den Einfrierprozess, den Auftauprozess und zusitzlich um das Medium, in dem das
zu konservierende Gewebe eingefroren wird. Jeder Zelltyp hat dabei unterschiedliche Optima,
was den Prozess des Einfrierens, des Auftauens und beziiglich des Mediums, in dem dieser
konserviert werden soll, betrifft.

Da ein Gewebeverband im Allgemeinen aus unterschiedlichen Zelltypen besteht, muss daher
immer ein Kompromiss bei den einzelnen Schritten der Kryokonservierung und dem Medium
eingegangen werden. Eine optimale Gefriermethode kann daher nicht fiir alle im selben
Gewebe vorhanden Zellen existieren (Wustemann 2001; Vannereau et al 1998; Miiller-
Schweinitzer 1991; Bank und Brockbank 1987; Pegg 1985).
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Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass die Kiihlrate, also das Abfallen der Temperatur
innerhalb eines Zeitraumes, und die Geschwindigkeit des Auftauens von groBer Bedeutung
sind beziiglich des Erhaltes der Viabilitdit und der Zellfunktion. Ein zu schneller
Einfrierungsprozess fiihrt zu mechanischen Alterationen der Zellstrukturen und ein zu
langsamer zu zelltoxischen Salzkonzentrationen (Mazur et al. 1972).

Zur Kldrung der optimalen Kiihlrate wurden viele Untersuchungen durchgefiihrt. Die
optimale Kiihlrate hiangt dabei sehr von der Beschaffenheit und von der Grofle des Gewebes
ab. So konnte ein maximaler Erhalt von vasculdren Endothelzellen bei einer Kiihlrate
zwischen 0,3°C/min und 10°C/min gezeigt werden (Pegg 2002).

Die galt allerdings fiir Zellkulturen von Endothelzellen. Bei arteriellen Gefden schwankte die
optimale Kiihlrate zwischen 0,69°C/min und 1,6°C/min (Rendal et al. 2004; Stanke et al.
1998; Song et al. 1995).

In dieser Arbeit wurde das Einfrierprogramm von Weers (1995) modifiziert fiir Rattengefifle
iibernommen aus der Arbeit von Schmidt 1998. Es resultiert hier eine Kiihlrate von
1,33°C/min.

Der Prozess des Auftauens ist ebenfalls ein wichtiger Faktor im Funktionserhalt des
konservierten Gewebes. Wihrend des Erwidrmungsprozesses konnen sich groBe Eiskristalle
bilden, die die Zellstrukturen schiadigen und auch zu makroskopischen Geweberissen fithren
(Bujan et al. 2000; Ashwood-Smith/ Farrantt 1980)

Hierbei zeigte sich, dass ein langsames Auftauen eine geringere Gewebsschadigung
hervorruft (Miiller-Schweinitzer 2007; Rendal et al. 2004; Gemma et al. 2004; Bujan 2001;
Pegg 1997).

In diesen Versuchen erfolgte nach Entnahme der Gefidlle aus dem Lagerungstank ebenfalls
eine langsame Erwidrmung. Es zeigten sich so keine Geweberisse in den histologischen
Schnitten.

Der dritte Faktor, der die Kryopréservation beeinflusst, ist das Medium, in dem das Gewebe
konserviert werden soll. In dieser Arbeit wurden die Kryoprotektoren ausgesucht, die in der
Arbeit von Schmidt 1998 im in-vitro Modell zum Erhalt der GefiBwandstrukturen von
Arterien, die besten Ergebnisse zeigten. Hierbei handelte es sich um die Kryoprotektoren
Dimethylsulfoxid als alleinigen Kryoprotektor und bzw. in Kombination mit
Chondroitinsulfat. Diese waren aufgrund von fritheren Forschungsarbeiten ausgewdihlt
worden (Miiller-Schweinitzer 1991, O"Brien et al 1987).
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Dimethylsulfoxid wurde vor iiber fiinfzig Jahren erstmals als Kryoprotektor eingesetzt. Er hat
sich inzwischen zu dem am héaufigsten eingesetzten Protektor, meist in Kombination mit
fetalem Kaélberserum, bei Gefrierkonservierung lebender Zellen und Gewebe entwickelt. Es
zeigte sich, dass in Gegenwart von DMSO der Erhalt von glatten Muskelzellen deutlich
erhoht werden kann. Die Kontraktionskraft der glatten Muskelzellen war deutlich stirker
unter DMSO, als bei Kryoprotektoren wie Glycerol, Polyethylenglycol 400 oder H-Methyl-
und Dimethylformamid (Miiller-Schweinitzer 1991).

Die mechanischen Eigenschaften des Kollagens und der elastischen Fasern in Venen konnten
durch Kryokonservierung mit DMSO verbessert werden. Auch die endothelunabhéngige
Relaxation auf Substanzen wie Prostacyclin und Nitroprussid konnte durch DMSO und
fetalem Kilberserum bei Kryopridservation von Arterien verschiedener Spezies erhalten
werden.

Dabei wurde gezeigt, dass seine Konzentration von 10% bzw. 15% DMSO am effektivsten ist
(Schoeffter und Miiller-Schweinitzer 1990).

Auf Chondroitinsulfat, als extrazellularen Kryoprotektor, wurde zuriickgegriffen aufgrund
von Experimenten zur Kryokonservierung von Hornhduten durch Bohnke, Hagenah und
Draeger 1987, deren guten Ergebnisse in weiteren Studien, insbesondere in Kombination der
Kryoprotektoren DMSO und Chondroitinsulfat, bestitigt wurden (Wu et al. 2007; Huang
Ting et al. 1998; Bohnke et al 1987).

5.1. Erhalt von Endothelzellen

Einen entscheidenden Anteil an der Funktion der GefdBwand hat das Endothel. Es reguliert
die GefiaBBweite und somit das Angebot an Néhrstoffen und Sauerstoff in den nachgeschalteten
Organen und den Extremititen. Es ist aber zusitzlich auch noch an vielen anderen
GefiaBfunktionen beteiligt. So steuert es auch die Blutgerinnung, die Migration von
Abwehrzellen und das Zellwachstum der glatten Muskulatur der GefaBwand.

Bei der Untersuchung der Endothelzellen in dieser Arbeit fand sich ein Abfall der
Endothelzellkernzahl durch die Kryopriservation in allen Beobachtungsgruppen im Vergleich
zu den Kontrollgruppen. Signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe war dieser in den Gruppen
G1 (15% DMSO) und G3 (15% DMSO + 2% CHSO) nach 4 Wochen und in der Gruppe G3
nach 24 Wochen. Der relative Abfall der Zellkernzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe des
jeweiligen Beobachtungszeitraumes entsprach fiir die Gruppe G1 36% (4 Wochen) und 22%
(24 Wochen), G2 18% und 8% und bei der Gruppe G3 30% und 29%.
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Diese Werte im in-vivo Modell bestitigen in etwa die Ergebnisse der Untersuchung von
Schmidt 1998 im in-vitro Modell, bei der es zu einem relativen Abfall der Zellkernzahl um
ca. 25% gegeniiber der Kontrollgruppe kam. In der Gruppe G2 zeigt sich in diesem in-vivo
Modell sogar ein besseres Ergebnis mit einer hoheren Anzahl von erhaltenen Endothelzellen.

Die Endothelialisierungsrate war bei der Arbeit von Schmidt in der Gruppe mit einer
Kombination von 10% DMSO und 2% CHSO am héchsten. Im in-vivo Modell dieser Arbeit
ist die Zellkernanzahl in der Gruppe mit dieser Kombination der Kryoprotektoren ebenfalls
am hochsten. Auch in anderen Studien findet sich der beste Erhalt von Endothelzellen, wenn
eine Kombination von DMSO und Chondroitinsulfat eingesetzt wird (Wu et al 2007; Huang
Ting 1998).

Insgesamt findet sich jedoch eine durchschnittlich niedrigere Gesamt-Zellkernzahl im
Vergleich zur in-vitro Untersuchung von Schmidt. Eine deutliche Reduzierung der
Endothelzellen nach Kryopriservation wurde in anderen Arbeiten, sowohl in-vitro- als auch
in in-vivo Modellen, beobachtet. Dass die Endothelzellanzahl nach Implantation weiter
abfillt, ist vermutlich auf ein immunologisches Geschehen zuriickzufiihren (Saito et al. 2006;
Bambang et al. 1995).

Eines der Hauptprobleme bei Transplantationen sind die zelleigenen Oberfldchenantigene des
Spendergewebes, hauptsidchlich vertreten durch die in der Zellwand liegenden Major
Histocompatibility Complexe (MHC 1) aller kernhaltiger Zellen, die nicht identisch zu denen
des Empfingers sind. Empfingereigene T-Zellen reagieren mit diesen fremden
Oberflichenantigenen und konnen so eine hyperakute AbstoBungsreaktion ausldosen mit
einem schnellen Versagen des Transplantates (Host-versus-Graft-Reaktion).

Als Ursache fiir die Abnahme der Endothelzellzahl wird zusitzlich die Zelldehydration
wihrend des Einfrierprozesses diskutiert. Es wird dabei angenommen, dass die
Zelldehydration starken mechanischen Stress auf die Zellwand ausiibt und die
Adhasionsproteine dabei geschiddigt werden. Die Zellen verlieren untereinander den Halt und
werden insbesondere durch Scherkrifte im Gefall gelost (Zhang et al 2006).

Dass es zu einem besseren Erhalt von Endothelzellen kommt, wenn neben DMSO der
extrazellulir wirkende Kryoprotektor CHSO eingesetzt wird, konnte an der anti-
inflammatorischen Wirkung von CHSO liegen. Klinische Studien haben gezeigt, dass CHSO
die Chemotaxis von Entziindungszellen sowie deren Phagozytoseaktivitit senkt. Zudem
werden unter CHSO weniger Lysozyme freigesetzt, die die Zellwidnde schiddigen konnen
(Ronca et al. 1998).

52



Diskussion

Warum die Anzahl der Endothelzellkerne in der Kontrollgruppe iiber einen
Nachbeobachtungszeitraum von 24 Wochen relativ zu den Versuchsgruppen stirker abfillt,
kann vielleicht durch die erhohte Antigenitit der frischen Allotransplantate erklirt werden.

In einer Arbeit von Yu et al. zeigte sich, dass Osteoblasten nach Kryopreservation eine
deutlich geringere Expression des MHC I mit einer signifikant geringeren Immunogenitit
zeigen als frische Osteoblasten. Zusitzlich finden sich Arbeiten, bei denen es zu einer
Degeneration der antigen-presentierenden T-Zellen (CD4-Zellen) im transplantierten Gewebe
nach Kryopreservation kam und somit eine geringere Immunantwort im Sinne einer Graft-
versus-Host-Reaktion ausloste (Wingenfeld et al. 2002, Abe et al. 1995). In einer Arbeit
von Gu et al 2004 fand sich ebenfalls ein Abfall von CD4-Zellen und von phagozytose-
vermittelnden Antigenen auf den Zellwédnden.

Es finden sich aber auch gegensitzliche Ergebnisse in der Literatur. So konnte in einer
Untersuchung von Dhesi et al. 1993 kein Unterschied beziiglich der Expression des MHC 1
und MHC II Antigen zwischen kryopréservierten und frischen Endothelzellen von Venen
festgestellt werden.

Ob das Endothel aller transplantierten Gefille dem Ursprungsendothel entspricht oder durch
Empfinger eigene Endothelzellen grofiten Teils ersetzt wurde, ist unklar. Showalter et al
konnte in seinen Untersuchungen zeigen, dass nach neun Monaten es zu einem Wiederanstieg
der Endothelzellzahl kam (Showalter et al 1989).

Es wurde jedoch nicht untersucht, ob diese Zellen durch empfingereigene Zellen ersetzt
wurden oder es zu einer Zellteilung der grafteigenen Endothelzellen kam. Vischjager et al.
1996 konnte bei GefidBtransplantationen zeigen, dass es zu einem Ersatz der glatten
Muskelzellen der GefiBwand des Grafts durch empféngereigene Zellen kommen kann
(Vischjager et al. 1996).

5.2. Ausbildung von Aneurysmata

Zusitzlich zu den beobachteten und untersuchten Verdnderungen der Gefawinde im in-vitro
Modell, konnte im in-vivo Modell die Ausbildung von Aneurysmen im Anastomosenbereich
beobachtet werden. Diese traten mit 30% am héufigsten in der Kontrollgruppe iiber 24
Wochen Nachbeobachtung auf. Seltener traten solche Aneurysmen in den Gruppen G 2 und
G3 auf. In der Gruppe G 1 wurden keine Aneurysmen beobachtet, sodass DMSO, eingesetzt
als alleiniger Kryoprotektor, das beste Ergebnis in dieser Untersuchung erzielt.

Bei allen Aneurysmen handelte es sich um falsche Aneurysmen mit Ausriss der Naht aus der
GefidBwand.
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Warum es zu falschen Aneurysmen kommen kann, wird in der Literatur zum Teil kontrovers
diskutiert. So wurden falsche Aneurysmen durch fehlerhaftes Nahtmaterial und durch
Ausrisse des Nahtmaterials aus den GefidBwédnden beobachtet. Aber auch Infektionen werden
als Griinde aufgefiihrt, insbesondere bei friih postoperativ aufgetretenen Aneurysmen (Gaylis
H und Deware G. 1990).

Wo hingegen Moore und Hall 1970 Infektionen bei den untersuchten
Anastomosenaneurysmen ihrer Arbeit nicht feststellen konnten. Sie vermuteten die Ursachen
falscher Aneurysmen in mechanischer Belastung der Anastomosen und besonders in
fehlerhaftem Nahtmaterial, das damals jedoch noch aus Seide bestand und heute nicht mehr
eingesetzt wird.

Die Ausbildung von Aneurysmata wurde auch gehduft bei Bluthochdruck und bei
GefiBerkrankungen beobachtet, die generalisiert auftreten (Mehr-Etagen-Typ) (van den
Akker PJ und Brand R 1989).

Zusitzlich muss davon ausgegangen werden, dass in den Bereichen der Anastomosen ein
erhohter Endothelschaden durch die mechanischen Belastungen von Scheren, Skalpellen und
Nahtmaterial vorliegt und damit als Ausloser von Aneurysmen mitbeteiligt ist. Auch die nicht
hundertprozentig aneinanderliegenden Abschnitte der Tunica media vom Spendergefidll zum
Empfingergefil konnen eine erhohte Immunantwort mit nachfolgender Aneurysmabildung
auslosen.

Bei GefidBtransplantationen mit frischen Allografts fand man eine erhohte Anzahl an T-
Lymphozyten im Bereich der Intima bei Ausbildung von Aneurysmata. Insgesamt traten die
Aneurysmata héufiger bei frischen Allografts auf als bei kryopréservierten Allografts. Die
histologischen Untersuchungen zeigten bei kryopriservierten Allografts auch eine geringere
Anzahl von T-Lymphozyten, sodass man davon ausgeht, dass durch die Kryopréservation die
Antigenitit der Allografts und die entsprechende Immunantwort des Empfingers herabgesetzt
wird, was auch in vielen weiteren Arbeiten bestitigt wird ( Solanes et al. 2004; Gu et al. 2004;
Wingenfeld 2002).

Die Ergebnisse von Solanes et al 2004 finden sich in dieser Arbeit bestitigt. Es zeigten sich in
dieser Arbeit ebenfalls hdufiger Aneurysmata in der Gruppe mit frisch transplantierten
Allografts.

Ob die Nahtausrisse und die nachfolgenden Aneurysmaausbildungen durch eine
Entziindungsreaktion, fehlerhaftes Nahtmaterial, erhohte mechanische Belastung oder
unzureichende Nahttechnik bedingt wurden, bleibt zu diskutieren. Eine erhohte Aktivitdt von
T-Lymphozyten konnte auch erst sekundidr durch das Auftreten eines falschen Aneurysmas
denkbar sein.
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5.3. Ausbildung von Intimahyperplasien

Im Vergleich zum in-vitro Modell der Arbeit von Schmidt 1998 wurde zusitzlich die
Ausbildung von Intimahyperplasien untersucht. Intimahyperplasien in Gefidflen werden auch
durch Defekte am Endothel verursacht. Diese konnen schon bei der Praparation der Gefil3e
von Spendern verursacht werden, aber auch durch die Technik der Kryokonservierung und
der Implantation.

Zusitzlich entstehen Endotheldefekte durch die Immunantwort des Empfiangers auf die
fremden Gewebezellen. Bei Defekten im Endothel kommt es zu einer Reihe von
Mechanismen, die eine Intimahyperplasie und Stenose des Gefid3es nach sich ziehen konnen.
So kommt es zundchst zur Adhision von Thrombozyten und Immunzellen an der defekten
GefiaBwand (Wilentz et al. 1987). Immunzellen und zerstorte Gefilizellen setzen
Wachstumsfaktoren frei.

Auch die Bildung von Prostacyclin und Stickstoffmonoxid ist vermindert, die
antiinflammatorisch und antiproliferativ wirken. So konnen vermehrt immunkompetente
Abwehrzellen in die Media einwandern, was die Migration glatter Muskelzellen wiederum
beschleunigt (Rahmani et al. 2006; Baron et al. 2004; Koglin 2000; Randone et al. 1998;
Chen et al. 1997; Sterpetti et al. 1996).

Es gibt neben den alloantigen-bedingten Ursachen fiir Intimahyperplasien auch davon
unabhingige Faktoren, wie vorbestehende Gefilerkrankungen des Empfingers, virale
Infektionen, Bluthochdruck, Hyperlipiddmie oder Glucosestoffwechselstorungen.

In den eigenen Ergebnissen finden sich keine Intimahyperplasien in den Kontrollgruppen mit
frischen Allografts. Dies liegt sicherlich auch an dem weitestgehend intakten Endothel der
frischen Transplantate. In der Arbeit von Schmidt 1998 zeigten elektronenmikroskopische
Untersuchungen von frisch explantierten Aorten eine glatte Endotheloberfliche ohne Locher
zwischen den Zellen. In den kryokonservierten Gefidflen fanden sich hingegen groBere
Endotheldefekte zwischen den Zellen mit UnregelmiBigkeiten der stromlinienformigen
Endotheloberfliche.

Dass keine Intimahyperplasien in den Kontrollgruppen beobachtet wurden, liegt zudem
sicherlich auch an der Tatsache, dass die Spender und Empfinger vom gleichen Rattenstamm
waren, sodass eine hohere Immuntoleranz bestand. Andere Untersuchungen, bei denen
GefiBtransplantationen mit frischen Allografts zwischen unterschiedlichen Rattenstimmen
durchgefiihrt wurden, zeigen auch bei frischen Allografts Intimahyperplasien, wenn auch
nicht so ausgepragt, wie bei kryopréservierten Gefdaen (Motomura et al. 1995).
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In den anderen Beobachtungsgruppen dieser Untersuchung finden sich Intimahyperplasien in
unterschiedlich starker Ausbildung und Héaufigkeit. Die Intimahyperplasien wurden dabei nur
im Implantatbereich und an den Anastomosen beobachtet. Direkt proximal und distal der
Anastomosen fanden sich keine Intimahyperplasien mehr. Dass die Intimahyperplasien sich
ausschlieBlich auf die Transplantate beschrinken, wurde schon bei anderen Arbeiten
beobachtet und spricht fiir eine immunologische Ursache (Wagner et al. 1995).

Die Hiufigkeit der beobachteten Intimahyperplasien in den einzelnen Gruppen nimmt mit der
Implantationsdauer zu. Auch diese Zunahme von Intimahyperplasien im Laufe der Zeit nach
Implantation von Bypissen aller Art, haben schon mehrere klinische Studien gezeigt. Diese
treten dabei meist in relevanter Form im Bereich der Anastomosen auf.

Nahtmaterial und unregelmiBige Uberginge der GefiBwand des Empfingers zum
Transplantat — insbesondere End-zu-Seit Anastomosen mit erhohter Anastomosenspannung -
verdndern den linearen Blutfluss und damit die Scherkrifte am Endothel. Es resultiert ein
lokaler GefaBwandschaden mit folgender Intimahyperplasie (Riickert RI 2001; Ballyk PD et
al. 1997; Bassiouny et al. 1992).

In der Gruppe G3 traten Intimahyperplasien am seltensten auf und nahmen im Vergleich zu
den anderen Gruppen auch in der Hiufigkeit iiber die Beobachtungszeit weniger zu. Die
Kombination der Kryoprotektoren aus 15% DMSO und 2% CHSO (G3) bildet den besten
Schutz vor Intimahyperplasien. Der alleinige Einsatz von 15% DMSO (G1) als Kryoprotektor
schneidet hier am schlechtesten ab.

Bei den oben beschriebenen Pathomechanismen zur Ausbildung von Intimahyperplasien liegt
der Schluss nahe, dass man in der Gruppe G1 auch den geringsten Erhalt von Endothelzellen
erwarten wiirde, wenn diese am hédufigsten Intimahyperplasien ausbildet. Dies trifft in den
Ergebnissen dieser Arbeit auch zu.

In dieses Schema passt allerdings nicht das Ergebnis der Gruppe G3, die in beiden
Beobachtungszeitraumen, ebenso wie die Gruppe Gl, einen signifikant schlechteren Erhalt
von Endothelzellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen aufweist. Hier wiirde man folglich
erwarten, dass auch eine erhohte Rate von Intimahyperplasien zu beobachten wire. Es zeigte
sich jedoch das Gegenteil. Diese Gruppe entwickelte am seltensten Intimahyperplasien.
Sollten sich diese Ergebnisse in weiteren Untersuchungen bestitigen, so muss man vermuten,
dass noch andere Faktoren eine Intimahyperplasie begiinstigen bzw. verhindern. Vielleicht
liegt es an der hoheren Konzentration von DMSO als Kryoprotektor in den Gruppen G1 und
G3, der eine Proliferationsneigung von glatten Muskelzellen nach Endothelschiden senkt.
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Neben der Hiufigkeit von Intimahyperplasien in den Transplantaten wurden in dieser Arbeit
auch die Flichen der Intimahyperplasie im um? untersucht. Zusitzlich wurde deren
Ausdehnungen ins Verhiltnis zur gesamten Querschnittsflache der GefaBwinde - als Ratio
Intima/Media - gesetzt. Dies wurde untersucht, um den unterschiedlich grolen Gefidf3en der
einzelnen GefidBspender Rechnung zu tragen.

In beiden Untersuchungen fiel das Ergebnis sehr dhnlich aus. In der Gruppe G3 fanden sich
die flichenmiBig kleinsten Intimahyperplasien sowie jeweils die kleinste Ratio und damit das
beste Ergebnis. Nach 4 Wochen Beobachtungszeit bringt der alleinige Einsatz des
Kryoprotektors DMSO in der Gruppe G1 das schlechteste Ergebnis im Mittel. Der Mittelwert
wird jedoch durch eine sehr ausgeprigte Intimahyperplasie eines einzelnen GefidBes in dieser
Gruppe stark nach oben verschoben. Nach 24 Wochen wird das schlechteste Ergebnis in der
Gruppe G2 mit der Kombination von 10% DMSO und 2% CHSO beobachtet.

Auch hier verschiebt sich der Mittelwert durch den Wert eines einzelnen Gefidfes deutlich
nach oben. Warum es in den beiden Beobachtungszeitraumen zu Verschiebungen der
Ergebnisse kommt, bleibt unklar und passt nicht logisch zu den Ergebnissen bei der
Haufigkeitsverteilung von Intimahyperplasien. Hiernach hitte man erwarten konnen, dass es
in den Gruppen mit hiufigem Auftreten von Intimahyperplasien es auch zu ausgedehnteren
Intimahyperplasien kommt. Dies ist aber nicht der Fall.

Insgesamt zeigt sich jedoch ein deutlicher Vorteil fiir die Kombination eines intrazelluldren
und extrazelluldren Kryoprotektors.

Bisher wurden erst in wenigen Studien iiber die Kombination der beiden Kryoprotektoren
berichtet, aber auch in diesen Studien ergab sich ein Vorteil fiir DMSO + CHSO gegeniiber
dem alleinigen Einsatz von DMSO (Wu et al. 2007; Huang Ting et al. 1998).

Lehr konnte bei einer Kombination von 2% CHSO und DMSO bis 4% ebenfalls einen guten
Erhalt von Endothelzellen bei der Kryopréservation von Hornhduten zeigen. Bei einer
Zunahme von DMSO iiber 4% zeigte sich bei deren Untersuchung jedoch ein signifikant
schlechterer Erhalt des Endothels. Dies ist vielleicht durch die insgesamt deutlich diinneren
Gewebsschichten bedingt (Lehr et al. 1992).
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5.4. Verinderungen der Elastica-Fasern der Tunica media

Kryopriservation von Gewebe fiihrt nicht nur zur Alteration von vitalen Zellen, sondern auch
von extrazelluldrer Matrix, die auch fiir die einwandfreie Funktion des Gewebes bendotigt
wird.

Die glatten Muskelzellen der Media sind mit den elastischen Fasern der Media verbunden und
bilden das sogenannte ,.elastisch-muskulose System* der Gefdwand, deren Spannung sie
durch ihre Kontraktion regulieren konnen (Welsch 1994).

Die Schliangelung der elastischen Fasern der GefdaBwand gibt also einen indirekten Hinweis
auf die Funktion der glatten Muskelzellen. Findet sich eine deutliche Schldngelung der
elastischen Fasern, so kann man davon ausgehen, dass die glatten Muskelzellen sich
kontrahieren konnen und weitestgehend intakt sind. Wihrend eine Streckung der elastischen
Fasern auf eine schlechte Funktion hindeutet.

Um die Funktion der glatten Muskelzellen abschitzen zu konnen, erfolgte in dieser Arbeit die
Beurteilung der elastischen Fasern anhand ihrer Schlidngelung semiquantitativ in vier
Schritten von ,,sehr gut* bis ,,schlecht®.

Die am besten erhaltene Schlingelung der elastischen Fasern zeigten die Kontrollgruppen mit
fast durchweg sehr gutem Ergebnis. In den Versuchsgruppen folgte dahinter die Gruppe G1
mit nur 15% DMSO als Kryoprotektor. Der Erhalt der Schléngelung der elastischen Fasern in
den Kontrollgruppen und der Gruppe G1 nach 4 Wochen zeigte keinen Unterschied zum
Beobachtungszeitraum iiber 24 Wochen. Dieses Ergebnis bestitigt die Arbeiten von Schmidt
sowie von Schoeffter und Miiller-Schweinitzer (Schmidt 1998; Schoeffter und Miiller-
Schweinitzer 1990).

Die Gruppen G2 und G3 zeigten eine deutliche Beeintrichtigung der Funktion der Media. Die
elastischen Fasern waren weniger geschldangelt und zeigten héufiger Abbriiche. Uber den
lingeren Beobachtungszeitraum nahm dazu die Schlingelung weiter ab.

In der Literatur werden unterschiedliche Angaben zum Erhalt der elastischen Fasern und der
mechanischen Belastbarkeit von kryopriservierten Gefidlen gemacht. So hat Gournier et al
nach Kryopriservation von thorakalen Aorten in 15% DMSO ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied zu frischen Gefidl3en finden konnen (Gournier et al. 1993).

Andere Arbeiten beschreiben eine Ausdiinnung der Media mit Zellverlusten der glatten
Muskulatur und Briichen an den elastischen Fasern und damit einen Abfall der mechanischen
Belastbarkeit der Gefdle. Die Funktion der glatten Muskulatur war nach Kryopréservation
meist deutlich herabgesetzt (Thakrar et al. 2006; Wang et al. 2005; Pascual et al. 2005;
Rendal et al. 2004).

Allerdings wurden bei diesen Untersuchungen kein DMSO sondern Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM) oder 1,2- Propandiol (PROH) als Kryoprotektoren eingesetzt.
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Weitere Arbeiten beschreiben zwar ebenfalls einen Abfall der glatten Muskelzellen in der
GefiBwand nach Kryopriservation, allerdings wurde dabei kein Abfall der mechanischen
Belastbarkeit der Gefid3e beobachtet (Langerak et al. 2001).

Der bessere Erhalt der mechanischen Belastbarkeit der Gefde in der Gruppe G1 nach
Kryoprotektion nur mit DMSO, spiegelt sich auch in der Entwicklung von Aneurysmen im
Anastomosenbereich wider. In der Gruppe G1 fand sich in der Auswertung iiber beide
Beobachtungszeitraume kein Aneurysma in den Nahtbereichen.

Die mechanische Belastbarkeit der Gefdf3e hingt damit nicht nur von der Funktion der glatten
Muskulatur in der Media ab, sondern auch von den elastischen und kollagenen Fasern.

Nach Auswertung der Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten ist bei der Kryopriservation
von Gefidlen zum bestmoglichen Erhalt der Tunica media der Einsatz von DMSO zu
empfehlen.

Der Erhalt dieser Fasern ist wichtig fiir den klinischen Einsatz von kryokonservierten
Gefillen. Insbesondere bei Bypissen, bei denen hiufig Seit-zu-End Anastomosen zum Einsatz
kommen, entstehen im Nahtlager deutlich erhohte Spannungen durch nicht linearen Blutfluss.
Hier gilt es ein Ausreilen der Néhte zu verhindern, um Pseudoaneurysmen oder komplette
Rupturen zu vermeiden (Ballyk et al. 1997).

Die Kombination von DMSO mit CHSO zeigt bei der Auswertung nicht so gute Ergebnisse
beziiglich des Erhaltes der elastischen Fasern in der Tunica media. Diese Entwicklung hatte
sich in den Ergebnissen in der Arbeit von Schmidt schon angedeutet. Im in-vivo Modell
kommt es insbesondere {iiber den ldngeren Beobachtungszeitraum zu einer geringeren
Schlidngelung der elastischen Fasern bei der Verwendung von CHSO neben DMSO. Dies und
auftretende Nahtaneurysmen in den Gruppen G2 und G3 lassen auf einen schlechteren Erhalt
der elastischen Fasern und Funktion der glatten Muskulatur schlieBen.
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6. Zusammenfassung

Der Einsatz von GefiaB3prothesen steigt bei Patienten mit zunehmenden Gefil3erkrankungen
und fehlenden autologen GefdBen immer weiter an. Der Einsatz allogener Gefdle von
Spendern hat zum Ziel eine lingere Durchgéngigkeit und eine variablere Einsatzfihigkeit, als
diese alloplastischen Gefdlprothesen zurzeit haben, zu erreichen. Allogene Gefdlle miissen im
Allgemeinen konserviert werden zur Lagerung. Dies ist jedoch nur durch Kiihlung der Gefil3e
weit unter dem Gefrierpunkt zeitlich unbegrenzt moglich. Dazu bedarf es bei der
Kryokonservierung Medien, die die Strukturen und Vitalitidt der Gefdlle trotz des Einfrier-
und Auftauprozesses erhalten. Die bisher verfiigbaren Kryoprotektoren konnen dies nur zum
Teil, sodass klinische Ergebnisse mit implantierten allogenen Gefid3en nach Kryopréservation
keine wesentlich besseren Ergebnisse zeigten, als alloplastische Gefid3prothesen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine verbesserte Gefdl3funktion von kryopriservierten Aorten
im in-vivo Modell unter Einsatz von unterschiedlichen Kryoprotektoren zu erreichen.

Dazu wurden Rattengefifle in 15% DMSO sowie in Kombinationen aus 10% DMSO mit 2%
CHSO und aus 15% DMSO mit 2% CHSO kryopriserviert. Nach Implantation der Gefidlle
erfolgte nach festgelegten Beobachtungszeiten die Explantation und histologische
Nachuntersuchung mittels Masson-Goldner Firbung.

Im Vergleich der kryokonservierten Gefdfle mit der Kontrollgruppe zeigten diese, bis auf die
Anzahl von ausgebildeten Pseudoaneurysmata, insgesamt schlechtere Ergebnisse. Die besten
Ergebnisse beim Erhalt des Endothels erreichte die Kombination von 10% DMSO mit 2%
CHSO. Am wenigsten Aneurysmata bildeten sich unter dem alleinigen Einsatz von 15%
DMSO.

Unter der Verwendung von 15% DMSO und 2 % CHSO kam es am seltensten zur
Ausbildung einer Intimahyperplasie. In Bezug auf die absolute Ausdehnung der
Intimahyperplasie und in Relation zum Gefia3wandquerschnitt erzielte diese Kombination der
Kryoprotektoren ebenfalls die besten Ergebnisse.

Der beste Erhalt der elastischen Fasern zeigte sich wiederum unter dem alleinigen Einsatz von
15% DMSO.

Werden alle Ergebnisse der Untersuchungen zusammen betrachtet, so ergibt sich der
gleichmiBigste Erhalt aller unterschiedlichen GefdBwandschichten mit der Kombination von
Kryoprotektoren aus 15% DMSO und 2% CHSO.

Somit zeigt sich in diesem in-vivo Modell im Vergleich zum in-vitro Modell von Schmidt ein
Vorteil zugunsten der Kombination von Kryoprotektoren aus 15% DMSO und 2% CHSO
gegeniiber 10% DMSO und 2% CHSO und 15% DMSO als alleinigen Kryoprotektor.
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Abkiirzungen

8. Abkiirzungen

bFGF
BSA
CHSO
DAB
DMEM
DMSO
EC
ECM
HRP
IL
MHC
MOPC-21
NO
PAK
PDGF
PROH
PTA
PTFE
RECA
SMC
TBS
TEA
USSC

basic fibroblastic growth factor
bovine serum albumin = fetales Kélberserum
Chondroitinsulfat
3,3'-diaminobenzidine

Dulbecco’s modified Eagle medium
Dimethylsulfoxid

Endothelial cells

extracellular Matrix

horseradish peroxidase

Interleukin

Major Histocompatibility Complex
Monoklonaler IgG1 kappa Mausantikorper
Stickstoffmonoxid

Primér Antikdrper

platelet derived growth factor

1,2- Propandiol

Percutane Transluminale Angioplastie
Polytetraflourethylen

rat endothelial cell antibody

smooth muscle cells

Tris Buffered Saline
Thrombendarteriektomie

United States Surgical Corporation
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Geriite und Materialien

9. Gerite und Materialien

¢ Bovine Serum Albumin (BSA), Cat.-No: 85041C, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Germany

¢ Chondroitin Sulfat C, Cat.-No: 4384, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Germany

e (Cryoson BV 25 Freezer; Cryoson Deutschland GmbH,

e Dako EnVision +R System-HRP, Dako Cytomation REF K 4007; LOT 00003677,
Dako Deutschland GmbH, D-22769 Hamburg

e Dako Target Retrieval; 10x Conc., Dako Cytomation REF S 1699; LOT 00003166,
Dako Deutschland GmbH, D-22769 Hamburg

e Eukitt 100ml, Cat.-No: 03989, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Germany

e Feather Microtome Blades, S35, FEATHER BLDG., Osaka 530-0003, Japan

o QGefriergefdl NUNC Cryotubes 1,8ml, Cat.-No: 340711, Thermo Fisher Scientific
(Nunc GmbH & Co. KG)

e ImageJ 1.40g, Java-Programm, Publicdomain, rsb.info.nih.gov/ij

¢ Mayers Haematoxylin Solution, Cat.-No: MHS 16, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Germany

e  Medium 199 liquid; Produkt-Nr. 11043023; Gibco Products, Invitrogen Gmbh,
Germany

e Methoxyflourane, CAS No.: 36886-76-7, Chemos GmbH Germany

e Mikrotom, Typ HM 335, Microm Gmbh, Germany

e MOPC 21, purified immunoglobulin IgG1, Cat.-No: M 9269; Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh, Germany

¢ Nahtmaterial Monosof 3/0 und 8/0, Cat.-No: N-2543, Polysorb 3/0, Cat.-No: GL-
182, Fa. USSC Sutures, USA
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Geriite und Materialien

Objekttrager, Histobond, Cat.-No.: 08 100 00, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Germany

RECA-1 Monoclonal antibody, Mouse Anti-Rat; Isotyp: IgG 18 mouse,
unconjugated, Clone his52, Cat.-No: MCA 970 R, AbD Serotec, Germany
Roti-Histol, Cat.-No: 6640.1, Fa. Carl Roth Gmbh + Co KG; Germany

TBS Dako Wash Buffer 10x, Dako Cytomation REF S 3006, Dako Deutschland
GmbH, D-22769 Hamburg

Trichrom Loésung: Chromotrop 2R 3,0g, Fast Green 1,5g, Phosphorstickacid 3,0g,
Eisessig 1% 2,5ml, Ad 250ml Aqua dest., ph 3,4
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