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AbKkiirzungen

ACH Acetylcholin

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

Ca™ Calciumion

Cl- Chloridion

cGMP cyclischer Guanosinmonophosphat
EDRF Endothelium dependent relaxing factor
EZR Extrazellularraum

GTP Guanosintriphosphat

H Hydroxoniumion

IP; Inositoltriphosphat

HES Hydroxyethylstarke

HTK Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat
IZR Intrazellularraum

K" Kaliumion

KCL Kaliumchlorid

KHP Krebs-Henseleit-Puffer

Na" Natriumion

NaOH Natronlauge

NO Stickstoffoxid

mN mili Newton

PE Phenylephrin

Uw University of Wisconsin -(solution)



1. Einleitung

Die Verpflanzung von allogenen Fremdgefden dient bei Fehlen autologer Rekonstruktions-
moglichkeiten der Erhaltung menschlicher Organe und Extremitdten. Der Einsatz allogener
Venentransplantate zur Uberbriickung mittel-und langstreckiger arterieller VerschluBprozesse
ist seit Carrel {1908} bekannt und wird seitdem in sporadischen Zyklen international durch-
gefiihrt.

Obwohl an dieser Gewebetransplantation seit nahezu 100 Jahren gearbeitet wird, hat sich erst
kiirzlich die Erkenntnis durchgesetzt, da3 auch bradytrophe Gewebe, wie die allogene Vene,
eine hohe und unbedingt behandlungsbediirftige Antigenitit besitzen {Guthrie 1908, Calhoun
1977, Ochsner 1984}. Mit der Einleitung einer addquaten Immunsuppression haben sich die
Transplantationsergebnisse wesentlich verbessert und erreichen eine Offenheitsrate bis zu 80
% nach einem Jahr {Blaheta 1998, Azuma 1999}. Damit unterscheidet sich das Verfahren
kaum mehr von der autologen Venenverpflanzung und kann klinisch bei Fehlen eigenen ge-
sunden GefialBersatzmaterials empfohlen werden. Die immunologisch gesteuerte allogene Ve-
nentransplantation, deren Effizienz sich bei uns an 29 Patienten erwiesen hat, bildet die
Grundlage fiir die vorliegende experimentelle Konservierungsstudie.

Die Konservierung und Preservation der allogenen Venen sind bisher nicht standardisiert. So
kennzeichnen heute vielfdltige Verfahren die Unsicherheit und den Empirismus der ge-
faBtransplantierenden Zentren. Die Notwendigkeit einer suffizienten Preservation der Trans-
plantate fiir 1-2 Tage ergibt sich aus organisatorischen Aspekten des klinischen Alltags und
insbesondere vor dem Hintergrund, daf3 kryokonservierte Praparate wegen Endothelnekrose,
Intimaabldsung und fibrotischer Degeneration nur beschriankte Verbreitung in der Transplan-
tationsmedizin gefunden haben {Boeken 1993, Bujan 2000}. Auch andere Konservierungs-

verfahren, wie die Bestrahlung der Transplantate, Lyophilisierung oder die Formalin- bzw.



Glutaraldehydfixierung haben aufgrund ihrer geringen Effizienz oder der Gewebetoxizitdt nur
noch historische Bedeutung {Stockmann 1974, Langhammer 1987}.

In einer von Langhammer {1987} durchgefiihrten Studie konnte nachgewiesen werden, daf3
aufler autologem Blut nur Konservierungsldosungen mit niedrigem Gehalt an Natriumionen
einen befriedigenden Erhaltungszustand des Venentransplantats gewidhrleisten. Zu diesen Lo-
sungen gehort neben HTK-Bretschneider-Losung auch die in letzter Zeit ubiquitdr verwandte
UW-Belzer-Losung. Die Methodik dieser Studie beschrénkte sich allerdings auf die pH-
Wertmessung des Endothels als Ausdruck von vitalen Stoffwechselvorgingen und eine auf
histomorphologische Analyse.

Das Ziel der vorliegenden Studie ist die Kldrung des optimalen Erhaltungszustandes und da-
mit des giinstigsten Transplantationszeitpunktes eines allogenen Venentransplantats. Hierzu
wurden frische humane Vena saphena magna-Transplantate in der HTK-Ldsung, bzw. in der
UW-Lo6sung bis zu 96 Stunden konserviert. Neben dem histomorphologischen Endothelstatus
im Laufe der Konservierungszeit wurden im Organbad Funktionstests der Kontraktilitit und

des Relaxationsvermogens durchgefiihrt.



2. FRAGESTELLUNG

Das Ziel der vorliegenden Studie ist die Kldrung des optimalen Erhaltungszustandes und da-

mit des giinstigsten Transplantationszeitpunktes eines allogenen Venentransplantats. Hierzu

ergaben sich folgende zu klarende Fragen:

1.

Durch welche Methoden und Versuchsabldufe kann die Biostabilitdt humaner Venen-
segmente wihrend der Konservierungszeit gepriift werden ?

Unter welchen Bedingungen sind humane Venensegmente am optimalsten zu konser-
vieren ?

Welche der Konservierungslosungen (UW vs. HTK) ist fiir eine Konservierung der
humanen Vena saphena Transplantate iiber einen Zeitraum bis 96 h am besten ?

Bis zu welchem Zeitpunkt ist eine Biostabilitdt der Venentransplantate in der UW-
Losung bzw. der HTK-Losung gewéhrleistet ?

Reagieren einzelne Komponenten des kontraktilen Apparates empfindlicher auf die
Konservierung und sind diese Unterschiede abhingig von der Konservierungslosung ?
Treten wéhrend der Konservierung morphologische Endothelschdden auf, die in den
jeweiligen Konservierungslosungen unterschiedlich ausgeprigt sind ?

Wie ist die Beziehung zwischen morphologischen und funktionellen Endothelstatus

wihrend der Konservierungszeit ?



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Untersuchungsobjekte

Fiir die Untersuchung wurden 2 — 7 cm lange Segmente menschlicher Vena saphena magna
verwendet. Die Venensegmente erhielten wir aus der Klinik fiir Thorax- und Kardiovaskulére
Chirurgie der Heinrich-Heine-Universitdt im Rahmen von Bypass-Operationen an Patienten
mit koronarer Herzerkrankung. Eine Differenzierung der Venen nach Erkrankungen des
Spenders wurde nicht vorgenommen. Intraoperativ befanden sich die Venensegmente 1 — 2 h
in einer etwa 4°C kiihlen heparinisierten (5000 IE) Kochsalzlésung. Mit der Ubergabe wurden
die vollstdndigen Segmente in 150 ml steriler UW-Belzer bzw. HTK Konservierungslosung

bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

3.2 Praparation

Die Vena saphena magna wurde von einem Herzchirurgen aus dem Bein des Patienten von
kaudal nach kranial herausprépariert. AnschlieBend wurde die herausgenommene Vene mit
isotoner NaCl-Losung durchgespiilt. Bis zum Einsetzen der Vene am Herzen wurde sie in
einer kalten heparinisierten (5000 IE) NaCl-Losung aufbewahrt. Nach einer Dauer von etwa 2
Stunden wurden die 2 — 7 cm langen, nicht benétigten, Venensegmente zur Verfiigung ge-
stellt, die dann in einem Behilter mit 150 ml kalter Losung (UW bzw. HTK) konserviert und
dann sofort ins Untersuchungslabor transportiert wurden. Hier wurde ein etwa 3 — 5 mm lan-
ger Abschnitt der Vene abgetrennt und zwecks weiterer Praparation in eine Krebs-Henseleit-

Losung (4°C) verbracht.



3.3 Konservierungslosungen

In Beriicksichtigung der heute am gebriuchlisten Konservierungsldosungen in der Transplan-

tationsmedizin untersuchten wir folgende Medien:

a) -UW-Belzer (University of Wisconsin solution).

Tab.1: Zusammensetzung der UW-Losung (ViaSpan®)

Bestandteil Konzentration
[e/1]
Kaliumphosphat, Kaliumhydrogenphosphat 3,40
Kaliumhydroxid 5,61
Natriumhydroxid zur pH Einstellung (pH = 7.,4) 29,50
Magnesiumsulfat Heptahydrat 1,23
Adenosin 1,34
Allopurinol 0,14
Gluthation/Gluthationbisulfid 0,92
Laktobionséure 35,83
Raffinose Pentahydrat 17,83
modifizierte Hydroxyethylstarke 50,00
Dexamethason 0.016
Penizillin G 200.000 U/1

Insulin 40 UN
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Viaspan® ist eine klare bis hellgelbe, sterile, pyrogenfreie Losung. Die Losung hat eine be-
rechnete Osmolaritit von ca. 320 mOsM, eine Natriumkonzentration von 29 mmol/, eine Ka-
liumkonzentration von 125 mmol/l (intrinsic medium). Der pH-Wert betrigt, gepuffert mit
Natronlauge (NaOH) 7,4 bei Raumtemperatur. Die Losung enthélt keinerlei Kalzium-und

Chloridionen.

b) -HTK-Bretschneider (Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat)

Tab.2: Zusammensetzung der HTK-Losung (CUSTODIOL®)

Bestandteil Konzentration
[/1]
Kaliumchlorid 0,6710
Kalium-Hydrogen-2-Ketoglutarat 0,1842
Natriumchlorid 0,8766
Calciumchlorid x 2 H O 0,0022
Magnesiumchlorid x 6 H O 0,8132
Histidin 27,9289
Histidinhydrochlorid-Monohydrat 3,7733
Tryptophan 0,4085

Mannitol 5,4651
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Die HTK-Losung besitzt eine Natriumkonzentration von 15 mmol/l, eine Kaliumkonzentrati-
on von 10 mmol/l und einen pH zwischen 7,02 bis 7,20. Die Osmolaritit der HTK-Losung

nach Bretschneider betridgt 310 mOsM.

3.4. Versuchsaufbau

Der Aufbau und die Durchfiithrung des Versuches werden zur Erleichterung der Transparenz

dezidiert beschrieben:

3.4.1. Apperatur und Instrumente

Die experimentelle Anlage war wie folgt aufgebaut (siche Abbildung 11 im Anhang):

* vier doppelwandige Organbéder (ca. 20 ml) aus Glas (Eigenbau des Labors).

* ecin Umlaufthermostat (Fa. Haake, Typ NB22).

* vier Spannungsaufnehmer (Statham, USA).

e drei Verstirker (Fa. I.f.d. 2 Modelle des Typs TG 2/8, 1 Modell des Typs 19 12HAT).
¢ e¢in 12-Kanal Farbdrucker (LPD 12, Linseis, Sell, BRD).

* ein doppelwandiges Vorratsgefdl3 (ca.2 1 ) aus Kunststoff fiir die Nahrlosung, ebenfalls

mit AnschluB3 an den Thermostatkreislauf (Eigenbau des Labors).

Das Instrumentarium bestand aus mehreren Scheren, Federscheren, Pinzetten, Pipetten, ei-
nem Skalpell, mehreren Petrischalen, Spritzen mit Kaniilen, und Korkplatten (zum Aufspan-
nen der zur Fixierung bestimmten Venensegmente). Ferner wurden allgemeine Einrichtungen
des Labors wie Waagen, pH-Meter, die Destilieranlage sowie Kiihlschrinke benutzt. Zum
Einhingen der Gefdfringe ins Organbad dienten triangelformige Haken aus Edelstahl (10-7-
10 mm). Die Verbindung zwischen Haken und Spannungsaufnehmer wurde mit textilem Fa-

den (Synthofil®, 1,5 metric 4/0 USP, Braun-Melsungen) hergestellt.
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3.4.2. Ndhrmedium (Organbad) wihrend der Messung

Als physiologisches Ndhrmedium wéhrend der Messung diente eine modifizierte Krebs-
Henseleit Losung (KHP), die téglich frisch angesetzt wurde und als extrinsic Medium folgen-

de Zusammensetzung aufwies.

Tab.3: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung

Bestandteile Konzentration
[ mM/1]
K* 5.87
Na" 143.07
Cr 125.96
Ca®' 1.6
Mg** 1.18
HCO:;- 25.00
H,PO, - 1.18
SO4* 1.18
Glucose 5.05

Zur Herstellung wurden NaCl (13,8 g), Glucosemonohydrat (2,2 g) und NaHCO; (4,2 g) als
Trockensubstanzen abgewogen. Weitere Mineralien wurden aus den folgend aufgefiihrten

vier kiihl gelagerten Stammldsungen bezogen:



Stamm 1

Stamm 2

Stamm 3

Stamm 4

Von jeder Stammlosung wurden 10 ml zu den bereits in kapp 2 Litern gelosten Mineralien
gegeben. Zu der Losung wurde noch 10 pmol Indomethazin (5.36 mg in 1500 ul Ethanol)
hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Nahrlosung auf 2 Liter aufgefiillt und bei Raumtempe-
ratur mittels 10- % iger HCI-Losung, unter Kontrolle eines pH-Meters ein Wert von 7,35 —
7,45 eingestellt. Alle weiteren verwendeten Substanzen (Phenylephrin, Azetylcholin, Gluta-

raldehyd) stammen von der Firma Sigma, Deisenhofen, und der Firma Merck, Darmstadt und

13

KH,PO4
KCl
M g SO4 * 7H20

CaClz *2H20

entsprachen der Qualitétsstufe pro analysi.

3.5 Versuchsablauf

Die Versuche liefen unabhédngig von der Konservierungslosung weitgehend identisch nach

folgendem Schema ab:

Zwischen den einzelnen Versuchsschritten wurde jeweils mindestens 3 mal die Pufferlosung

im Organbad frisch ersetzt und, wenn nétig, die Vorspannung korrigiert.

Kalibrierung

Einhingen
Aquilibrierung
Kontraktionstest
Endotheltest
Dosis-Wirkungs-Kurven

Fixierung

0,235 mol/l
0,939 mol/l
0,235 mol/l

0,320 mol/l
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3.5.1. Kalibrierung

Zu Beginn des Versuchsablaufs wurde jeden Tag das Messgerit und der Verstirker durch
Kalibrierung eingestellt. Die Einstellung der Vorspannung auf 1 g erfolgte mittels Einhdngen
von 1 g schweren Gewichten am Spannungsaufnehmer und durch Abgleichung der Verstarker
auf ,,0° (null). AnschlieBend wurde nach dem Abhéngen der Gewichte der Spannungsauf-
nehmer durch Drehung des Zahnrades auf ,,0* eingestellt, so dall nach dem Einhingen der

GefiBe ,,0 =1 g Vorspannung bedeutete.

3.5.2. Einhingen

Nach Abschluf3 der Priparation wurden die gewonnenen Gefdfiringe unter grofitmoglicher
Schonung der Intima auf jeweils 2 Triangel aufgezogen und in die mit Krebs-Henseleit-Puffer
gefiillten, begasten (Carbogen) und auf konstant 37°C temperierten Organbédder eingehéngt.
Dabei wurde die untere Triangel an einem Haken am unteren Ende eines Edelstahlstabes be-
festigt und die obere Triangel mittels des Synthofilfadens vertikal mit dem Spannungsauf-
nehmer verbunden. Hierbei war darauf zu achten, dal man den Synthofilfaden beim Befesti-
gen an dem Spannungsaufnehmer nicht zu stramm (Endothelbeschddigungsgefahr), aber aus
technischen Griinden auch nicht zu locker ziehen durfte (eine zu lockere Einspannung konnte
nicht justiert werden). Nach dem Einhidngen wurde die Vorspannug durch Justierung am

Zahnrad des Spannungsaufnehmers eingestellt.

3.5.3. Aquilibrierung

Wihrend dieser 30 - 40 miniitigen Phase wurden die Gefd3segmente an die 1 g Vorspannung
adaptiert. Wihrend dieser Phase wurde 3 mal die Nahrlosung durch begastes Medium frisch
ersetzt, wobei sich nach dem letzten Austausch genau 10 ml im Organbad befanden. Nach
jeder Auswaschung wurde gegebenenfalls die Vorspannung korrigiert. Das Ende der Aqui-
librierungsphase stellte jeweils der Nullabgleich dar, bei dem der 1 g-Vorspannungsausgleich

auf die Drucker-Nullinie zuriickgestellt wurde. Diese Nullinie auf der Basis der Gefalvor-
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spannung von 1 g diente wihrend des ganzen Versuchs als Bezugspunkt und wurde zwischen
den einzelnen Versuchsschritten bei zu starker Abweichung wieder eingestellt. Erst wenn die

Vorspannung konstant eingehalten wurde, konnten weitere Versuchsschritte gefiihrt werden.

3.5.4. Kontraktionstest

Jedes Gefdllsegment wurde zundchst auf seine kontraktilen Eigenschaften hin untersucht. Da-
zu wurde zur Uberpriifung der generellen Kontraktionsfihigkeit der glattmuskuliren GefiR-
wand (Rezeptor-unabhéngig) die Kaliumkonzentration der Organbadlésung mit 80 mM KCl
erhoht. Gefdllsegmente, die von vornherein auf 80 mmol KCI keinerlei Reaktion zeigten,
wurden verworfen und der Versuch mit einem weiteren Venensegment wiederholt. Erst bei
einem negativen Kontrollversuch wurde die gesamte Vene verworfen und damit aus der
Wertung ausgeschlossen. Von insgesamt 49 Venensegmenten traf dies bei 17 Venen zu, die
dann von vornherein ausgeschlossen wurden. Nach dem positiven Kontraktionstest folgte
erneut eine Aquilibrierungsphase mit dem Ziel der Wiedereinstellung der Vorspannung, wo-
bei die Organbdder mehrfach mit Krebs-Henseleit-Puffer ausgewaschen werden mufiten, was

einen Zeitraum von 30 bis 60 min einnahm.

3.5.6 Dosis-Wirkungs-Kurven

Die Dosis-Wirkungs-Versuche wurden kumulativ mit Phenylephrin ( 0.2, 2 und 20 uM )
durchgefiihrt. Nachdem eine Vasokontraktion durch 0.2 pM Phenylephrin erfolgte, wurde

kumulativ 2 uM und dann 20 uM Phenylephrin ins Organbad hinzugefiigt.

3.5.4. Endotheltest

Der pharmakologische Nachweis einer dilatativen Reaktion begann stets mit einer Vorkon-
traktion der GefaBlsegmente mittels 0.2 uM Phenylephrin. Auf die vorkontrahierten Gefal3-
segmente wurde zwecks Einleitung der Vasodilatation jeweils Acetylcholin pipetiert (End-

konzentration 1 uM ). Da die Wirkungsdauer des Acetylcholins sehr kurz ist, erfolgte nur eine
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kurzfristige Dilatation. Mit dem Nachlassen der Wirkung des Acetylcholins stellte sich die

Spannung der Venensegmente wieder im Bereich der Vorspannung ein.

3.5.7 Fixierung

Neben den umfangreichen Funktionstests erfolgte eine morphologische Begutachtung der
konservierten humanen Venensegmente in den jeweiligen Losungen. Zu diesem Zweck wur-
den die Venensegmente nach der initialen 3 h— Messung und nach einer Konservierungszeit
von 24 h, 48 h, 72 h und 96 h im Anschlufl an die Funktionstests fixiert. Die Fixierung begann
mit der Vorbereitung der dafiir notwendigen Materialien. Dazu wurden zunichst die Gefal-
segmente auf Korkplatten (< 1.5 cm) aufgespannt. Vom im Tietkiihlfach aufbewahrten tief-
gefrorenen Glutaraldehyd wurden etwa 5 ml aufgetaut (Dauer bei Raumtemperatur etwa 30
min ). Als Fixierungsbehélter standen kleine (10 ml) Glasbehélter mit zugehorigem Deckel
zur Verfiigung, die dann entsprechend zur anonymisierten Kennzeichnung nummeriert wur-
den. In einer Petrischale wurde etwa 50 ml Krebs-Henseleit-Losung eingefiillt. Nach dieser
Vorbereitungsphase wurden die Gefdflsegmente aus den Organbiddern herausgeholt und in die
Petrischalen, die als Zwischenstation dienten, eingelegt. Im weiteren Schritt wurden die Ge-
faBsegmente vorsichtig mittels einer feinen Schere ldngs aufgeschnitten und auf den Kork-
platten aufgerollt. Die aufgerollten GefaBBsegmente wurden dann jeweils mit zwei Kaniilen-
spitzen dicht an den GefdBrdndern vorsichtig fixiert. Dieser Priparationsschritt verlangte
hochste Konzentration, da die Gefahr einer Endothelverletzung grof3 war. Die Korkplatten mit
den aufgespieBten GefdBBsegmenten wurden dann sofort (Vermeidung der Austrocknung der
GefidBoberfliche) in die mit Glutaraldehyd gefiillten Glasbehélter hinein gesetzt und zur wei-
teren Aufbewahrung im Kiihlschrank bei 4°C deponiert.

Es wurde genauestens dokumentiert, wann eine Vene in welcher Konservierungslosung fixiert
wurde. Zu diesem Zweck wurden die Glasbehélter mit den fixierten Venensegmenten alle

nummeriert. Die fixierten Priparate wurden gesammelt und in die Laboratorien des Patholo-
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gischen Instituts der Heinrich-Heine-Universitdt zwecks histologischer Begutachtung ge-
bracht. Bis zur weiteren Bearbeitung der Préparate durch die medizinisch-technischen Labo-
ratoriumsassistenten des Pathologischen Institutes wurden die Prédparate tiefgefroren. Die
morphologische Begutachtung des Endothelstatus der Gefia3segmente erfolgte geblindet mit-
tels Rasterelektronenmikroskopie (625-fache Vergroferung). Die Praparate wurden verdeckt
befundet, das heifit der Untersucher hatte keine Kenntnis in welcher Konservierungsldsung
die Probe gelagert worden war. Von jedem Préparat wurden anschlieend zwecks Dokumen-

tation 206-fach vergroBerte Fotos gemacht

3.6 Auswertung

3.6.1 Funktionstests

Die Anderungen der GefiBquerschnitte wurden isotonisch iiber die Spannungsaufnehmer auf-
genommen und verstdrkt vom Drucker aufgezeichnet. Dabei wurden die vom Vasotonus ab-
hiangenden Verdnderungen in der Einheit [g] aufgezeichnet. Zur Auswertung wurde eine Nul-
linie zwischen dem Tonus am Ende der Aquilibrierungsphase (nach dem Nullabgleich) und
dem stabilen Tonus am Ende des Versuches nach dem letzten Auswaschvorgang gezogen.
MubBte die Vorspannung im Verlauf des Versuchs korrigiert werden, so wurde die Nullinie bis
zum Tonus kurz vor der Korrektur gefiihrt und am korrigierten Nullpunkt erneut angesetzt.
Die durch Acetylcholin induzierte GefaBrelaxation wurde nach Ausmessen jeweils prozentual
zur Vorkontraktion mit Phenylephrin (0.2 pM) angegeben (Abbildung 2).

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurden die in der Einheit [g] gemessenen Werte in die
Einheit [mN] umgerechnet. Ergebnisse beider Konservierungslésungen wurden dann in Ta-
bellen (Tab. 4 — 9) gegeniibergestellt und statistisch ausgewertet.

Um die Verdnderungen der kontraktilen Eigenschaften der Venensegmente in den jeweiligen

Konservierungslosungen im Laufe der Konservierungszeit relativ zu vergleichen, wurden die



18

gemessenen Werte mit der Einheit [mN] in prozentuale Relation gestellt. Dabei wurden die
initial gemessenen Werte (bei 3 h ) als 100 % Vasotonus betrachtet und die Abweichungen
vom initial gemessenen Wert im Laufe der Konservierungszeit als prozentuale Abweichung
ausgewertet. Die hierbei erzielten Ergebnisse wurden auf ihre Signifikanz hin untersucht und

in entsprechenden Graphen (Abb. 1 —5) dargestellt.

3.6.2 Raster-Elektronen-Mikroskopie

Fiir die morphologische Untersuchung der Priparate wurden aus den Gefaflsegmenten von
Laboratoriumsassistenten mittels eines Mikrotoms feine Gewebsschnitte hergestellt und auf
einem Objekttrager tibertragen. Die fachkundliche Begutachtung (GefdBwénde, Endothelsta-
tus) erfolgte durch eine Pathologin ( Fr. Dr. med. Reinecke ) des hiesigen Pathologischen In-
stitutes mittels Raster-Elektronenmikroskopie bei einer 625- bzw. 1025 facher Vergroferung.
Jedes untersuchte Priaparat wurde dann mit einer 206-bzw. 825 facher VergréBerung photo-
graphiert. Zur Beurteilung des Endothelstatus wurde ein Punkte-System (Score 1 — 4) einge-

fiihrt, die sich am prozentual erhaltenen Endothelstatus orientierte:

Punkte- System:

Score 1 = kein Endothel erkennbar (0-25 %)

Score 2 = vereinzelt Endothel erkennbar (25-50 %)
Score 3 = groB3flichig Endothel erkennbar (50-75 %)
Score 4 = Endothel erhalten (75-100 %)
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3.7 Statistik

Die Mittelwerte (x) und die Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) wurden nach der
Standardmethode von Sachs (1978) berechnet. Die Verdnderungen am Vasotonus der Gefal3-
segmente im Laufe der Konservierungszeit [h], erfasst jeweils durch die Versuchsabliufe,
wurden mit ANOVA und dem zweiseitigen t-Test fiir unverbundene Stichproben auf ihre
Signifikanz (p < 0.05) untersucht. Fiir die statistischen Berechnungen stand ein Statistik-

Programm ( Graph Pad Prism-2) zur Verfiigung.

4. ERGEBNISSE

Insgesamt wurden von 49 Vena saphena magna-Préparaten 27 Venen konserviert und expe-
rimentell untersucht. Hiervon wurden 14 Venen in der UW-Losung und 13 in der HTK-

Losung konserviert.

4.1. Rezeptor-unabhingige Vasokontraktion der Gefillsegmente

Bei der prozentualen Verdnderung des Vasotonus im Laufe der Konservierungszeit zeigen die
Ergebnisse, dall die KCI induzierte Vasokontraktion im Laufe der Konservierungszeit keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Losungen aufweist (Abb.1). Nach einer statistischen
Analyse mittels Two-Way-Anova konnte festgestellt werden, da3 die Vasokontraktion von
der Konservierungszeit signifikant abhangt (P<0.0001), aber nicht von der Art der Konservie-
rungslosung (p=0.082). Nach 24 h Konservierung zeigten beide Venengruppen vergleichbare
Rezeptor-unabhédngige Vasokontraktionen (UW 88 %, HTK 89 %). Deutlich bessere Konser-
vierungseigenschaften zeigte die UW-Losung jedoch nach 48 h (72 %), gegentiber der HTK-
Losung (60 %). Wihrend der weiteren Konservierungszeit (72 h, 96 h) nahm die Vaso-

kontraktion in beiden Losungen stetig ab (UW 48 %, bzw. 33 %; HTK 39 %, bzw. 32 %).
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Tab.4: Kontraktile Antwort der humanen Venensegmente durch 80 mM KCI nach Konservierung in UW oder
HTK, entsprechend der Zeitperioden. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert in mN des maximal erreichten Vaso-
tonus mit die Standardabweichung (SEM) und die Anzahl der untersuchten Gefiallsegmente (n) pro Zeiteinheit
[h]. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Einflu8 der Konservierungslosung auf die Kontraktionsfahigkeit

(p=0.082), wihrend die Konservierungszeit die Kontraktion drastisch reduzierte (p<0.0001, Two-Way-Anova).

Zeit HTK n UW n
[h] [mN] [mN]

3 38.10+5.70 13 59.90+12.08 14
24 33.88+5.89 13 52.64=10.70 14
48 22.68+5.40 13 43.21+12.18 14
72 14.93+4.61 11 28.58+ 7.76 13
96 12.08+4.62 11 19.84= 9.23 11
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Abb.1: Dargestellt ist die KCI- induzierte Vasokontraktion der GefaBBsegmente der UW-Losung und der HTK-

Losung in Prozent, wobei die Vasokontraktion der ersten 3 Stunden mit 100 % festgelegt wurde.



21

4.2. Rezeptor-abhingige Vasokontraktion der Gefilisegmente

Auf die kumulative Steigerung der PE-Dosis erfolgte eine dosisabhéngige Vasokonstriktion
iiber a;-Rezeptoren der Venensegmente (Tab.§, Abb.5). In beiden Losungen war eine Steige-
rung der Vasokonstriktion mit der Zunahme der PE-Dosis zu beobachten. In den UW-Venen
zeigte sich bei 0.2-und 2 uM PE in den ersten 48 h der Konservierungszeit eine stirkere Va-
sokonstriktion als in den Venensegmenten der HTK-Gruppe, die bei 0.2 uM PE auch statis-
tisch signifikant (p<0.05) war. Bei 0.2 uM PE konnte nach 24 h Konservierung in der UW-
Losung die Vasokontraktion noch zu 97 % erhalten werden, wogegen die HTK-Venen zu
diesem Zeitpunkt nur noch 63 % Vasokontraktion zeigten. Nach 48 h betrug die Vaso-
kontraktion in der UW-Ldsung 66 % und in der HTK-Lsung 58 % (Abb.2). Diese Unter-
schiede nahmen nach 72 h Konservierung, mit 33 % in der UW-L&sung und 30 % in der
HTK-Losung ab (Abb.2). Ahnliche Ergebnisse, die jedoch nicht signifikant waren, wurden
auch bei der 2 uM PE-induzierten Vasokonstriktion erzielt. Die durch 2 uM PE induzierte
Kontraktionskraft blieb in der UW-Losung nach 24 h zu 82 % und nach 48 h zu 55 % erhal-
ten. Bei Konservierung in der HTK-Losung lagen diese Werte bei nur 75 % nach 24 h und 49
% nach 48 h. (p=0.379). Nach 96 h zeigten die UW-Venen bei 2 uM PE noch 28 % Vaso-
konstriktion gegeniiber 19 % in der HTK (P=0.14). Die Vasokonstriktion der Venensegmente
wurde v.a. bei niedriger PE-Dosis (0.2 pM) in der UW-L3sung statistisch signifikant besser
erhalten als in der HTK-Ldsung (Abb.2). Die maximale Vasokonstriktion wurde in beiden
Losungen durch 20 uM PE ausgelost. Hier gab es im Laufe der gesamten Konservierungszeit
zwischen den beiden Losungen nur geringe, nicht signifikante Unterschiede (Abb.4). Diese
Ergebnisse zeigen, da3 eine Konservierung der humanen Vena saphena magna-Transplantaten
in der HTK- Ldsung zu einer stidrkeren Desensibilisierung der o- mimetischen Stimulation
fiihrt als in der UW-Losung. Die durch PE induzierte a-rezeptorabhingige Vasokontraktion

wird in den ersten 48 h in der UW-Losung besser konserviert als in der HTK-Ldsung.
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Tab.5: Kontraktile Antwort der humanen Venensegmente nach Gabe von 0.2 pM Phenylephrin in den jeweili-
gen Konservierungslosungen HTK- oder UW- Losung. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert in mN des maximal
erreichten Vasotonus mit die Standardabweichung (SEM) und die Anzahl der untersuchten Gefdflsegmente (n)
pro Zeiteinheit [h]. Neben einer signifikant drastischen Abnahme der Kontraktionsfdhigkeit im Laufe der kon-
servierungszeit (p<0.0001), zeigten sich auch zwischen den Konservierungslosungen signifikante Unterschiede

auf die Kontraktionsfahigkeit (p<0.0055, Two-Way-Anova).

Zeit HTK n UwW n
[h] [mN] [mN]
3 4.57+1.77 13 11.69+3.24 14
24 2.87+1.57 13 11.29+3.63 14
48 2.65+1.96 13 7.66+3.04 14
72 1.38+0.88 11 3.83+2.55 13
96 0.10+0.10 11 2.26+1.57 11
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Abb.2: Auswirkung der Konservierung auf humane Venensegmente in den jeweiligen Konservierungslosungen
UW-und HTK-L6sung bis 96 h. Dargestellt ist die durch 0.2 pM Phenylephrin induzierte Vasokontraktion der
GefaBBsegmente der UW-Losung und der HTK-Losung in Prozent [%], entsprechend den Zeitintervallen der

Messung. Die initiale Messung bei 3 h wurde mit 100 % festgelegt.
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Tab.6: Kontraktile Antwort der humanen Venensegmente nach Gabe von 2 uM Phenylephrin in den jeweiligen
Konservierungslosungen HTK- oder UW- Losung. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert in mN des maximal
erreichten Vasotonus mit die Standardabweichung (SEM) und die Anzahl der untersuchten Gefdflsegmente (n)
pro Zeiteinheit [h]. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter EinfluB der Konservierungslosung auf die Kon-
traktionsfahigkeit (p=0.14), wihrend die Konservierungszeit die Kontraktion drastisch reduzierte (p<0.0001,

Two-Way-Anova).

Zeit HTK n Uw n
[h] [mN] [mN]
3 15.71+4.52 13 35.65+10.4 14
24 11.78+5.21 13 29.36x9.33 14
48 7.76x4.71 13 19.64+6.09 14
72 5.40+3.54 11 13.94+6.58 13
96 2.95+1.96 11 10.02+5.40 11
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Abb.3: Auswirkung der Konservierung auf humane Venensegmente in den jeweiligen Konservierungslosungen
UW-und HTK-L&sung bis 96 h. Dargestellt ist die durch 2 pM Phenylephrin induzierte Vasokontraktion der
GefaBBsegmente der UW-Losung und der HTK-Losung in Prozent [%], entsprechend den Zeitintervallen der

Messung. Die initiale Messung bei 3 h wurde mit 100 % festgelegt.
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Tab.7: Kontraktile Antwort der humanen Venensegmente nach Gabe von 20 uM Phenylephrin in den jeweiligen
Konservierungslosungen HTK- oder UW- Losung. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert in mN des maximal
erreichten Vasotonus mit die Standardabweichung (SEM) und die Anzahl der untersuchten Gefdflsegmente (n)
pro Zeiteinheit [h]. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter EinfluB der Konservierungslosung auf die Kon-
traktionsfahigkeit (p=0.57), wihrend die Konservierungszeit die Kontraktion drastisch reduzierte (p<0.0001,

Two-Way-Anova).

Zeit HTK n UW n
[h] [mN] [mN]

3 27.5026.78 13 59.22+13.55 14
24 23.7626.58 13 48.22+12.77 14
48 14.9326.19 13 38.20+11.88 14
72 11.98+4.32 11 28.97+10.31 13
96 9.43+4.62 11 19.35+10.12 11
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Abb.4: Auswirkung der Konservierung auf humane Venensegmente in den jeweiligen Konservierungslosungen
UW-und HTK-L6sung bis 96 h. Dargestellt ist die durch 20 pM Phenylephrin induzierte Vasokontraktion der
GefaBBsegmente der UW-Losung und der HTK-Losung in Prozent [%], entsprechend den Zeitintervallen der

Messung. Die initiale Messung bei 3 h wurde mit 100 % festgelegt.
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Phenylephrin-Dosis-Wirkungsbeziehung

Tab.8: Kontraktile Antwort von humanen Venensegmente nach Gabe von 0.2 pM, 2 uM und 20 uM Pheny-
lephrin nach Konservierung in HTK und UW. Dargestellt sind die berechneten MittelwertexStandartabweichung
in mN bei verschiedenen Segmenten [n] pro Zeiteinheit [h]. Wéhrend der Konservierungszeit zeigte die Erho-

hung der Phenylephrin-Dosis eine signifikante Zunahme der Vasokontraktion (p<0.0001).

Zeit 3h 24 h 48 h 72 h 96 h

UW (n=14) 11.69+3.24 11.29+3.63 7.66x3.04  3.83+2.55  2.26x1.57

0.2uM HrK (n=13) 457177 287157 2.65:1.96 138088  0.100.10

UW (n=14) 35.65+£10.4 29.36+9.33 19.64+6.09 13.94+6.58 10.02+5.40

ZIM HTK (n=13) 15.71+4.52 11.78+521 7.76:471 540+3.54  2.95:1.96
sy UW (m=14) 592221355 4822x12.77 38.2011.88 2897x10.31 19.35210.12
H HTK (n=13) 27.50+6.78 23.76x6.58 14.93+6.19 11.9824.32 9.43+4.62
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Abb.5: Auswirkung der kumulativen Phenylephrin- Dosissteigerung auf die Vasokonstriktion der Venenseg-
mente in den Konservierungslosungen UW- und HTK- Losung. Dargestellt ist die dosisabhéngige Verdnderung

(logM) bei der initialen Messung nach 3 h Konservierungszeit.
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4.1 Dilatative Eigenschaft

Die endothelabhiingige Vasodilatation, induziert mittels Acetylcholin, war schwach und er-
reichte maximal nur 39+21.6 %. Bei Konservierung in der UW- Losung zeigte sich bereits
nach 3 h eine bessere Preservation der Vasodilatation, die auch nach 24 h giinstiger als in der
HTK-L6sung ausfiel. Nach 48 h war dieser Trend statistisch signifikant (p<0.0001). Wihrend
auch nach 72 h Konservierung in der UW-L6sung noch eine endothelabhéngige Vasodilatati-
on zu beobachten war, fehlte diese Reaktion bei Lagerung der Vene in HTK-Losung. Nach 96

h waren in beiden Losungen keine Vasodilatationen der Venen vorhanden (Tab.9, Abb.6).
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Tab.9: Durch 1pM Acetylcholin induzierte Vasorelaxation der Venensegmente nach Vorkontraktion. Dargestellt
ist das dilatative Verhiltnis in mN und Prozent mit die Standardabweichung in beiden Losungen. Die Vasodila-

tation (mN) hédngte signifikant von der Konservierungslosung und von der Konservierungszeit ab (p<0.0001).

HTK Uw
Zeit Vasorelaxation n Vasorelaxation n
[ mN | [ %] [ mN | [ %]
3h -2.95+1.08 19.75+£5.21 4 -8.84+8.84 34.5+£34.5 2
24 h -1.96+1.38 16.00+3.00 4 -5.40+1.67 24.8+10.8 6
48 h 0 0 4 -1.45+0.59 39.7+21.6 6
72 h 0 0 4 -0.30+0.30 10.0+00.0 6
96 h 0 0 4 0 0 6
100 -
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Abb.6: Die endothelabhingige Vasorelaxation der humanen Venensegmente, abhéngig von der Konservierungs-
zeit in UW- oder in HTK-Losung. Dargestellt ist die durch 1 pM Acetylcholin induzierte Vasodilatation in [%]

nach einer Vorkontraktion mit 0.2 uM Phenylephrin.
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4.4 Morphologische Auswertung

Insgesamt 8 Venen wurden nach der funktionellen Messung des Vasotonus in den jeweiligen
Zeitintervallen (3 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h) fixiert und morphologisch mittels Raster- Elektro-
nenmikroskopie bei einer 625-fachen Vergroferung ausgewertet. Davon waren 4 Venenseg-
mente zuvor in der UW-Losung konserviert und 4 Venen in der HTK-L6sung (Tab.10). Bei
der morphologischen Auswertung sah man in beiden Losungen bereits beim 3 h-Zeitpunkt
teilweise kleine Endothelschidden, wovon in beiden Losungen _ aller Venensegmente betrof-
fen waren. So zeigen beide Venengruppen beim 3 h Zeitpunkt einen Score von 3.2540.25,
was einen prozentualen Endothelstatus von 81.3 % entsprach. Nach 24 h Konservierung
konnte der Endothelzustand in beiden Losungen (UW 3.25+0.25, HTK 3.25+0.48) noch voll-
standig erhalten werden. Nach 48 h traten in beiden Losungen groflere Endothelschidden auf,
die in der UW-Ldsung mit einem Score von 2.754+0.45 (68.8 %) etwas besser ausfielen, ge-
geniiber 2.50+0.50 (62.5 %) in der HTK-Losung. Nach 72 h Konservierung kam es in beiden
Losungen zu einem Einbruch des Endothelstatus (UW 37.5 %, HTK 43.8 %). Am Ende der
Konservierungszeit nach 96 h zeigten die UW-Venen einen Endothelzustand von 1.54+0.5
Score (37.5 %) und die HTK-Venen einen Score von 1.25+0.25 (31.3 %). Bei der statistischen
Analyse mittels TWO-WAY-ANOVA gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Losungen (p=0.6880). In beiden Losungen kam es im Laufe der Konservierungszeit zu signi-

fikanten Endothelschdden (P<0.0001).
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Tab.10: Morphologische Begutachtung der humanen Venensegmente mittels Raster-Elektronen-Mikroskopie in

den jeweiligen Losungen nach bestimmten Konservierungszeiten [h]. Die Auswertung erfolgte mittels des Score-

Verfahrens, wobei 4 Punkte einem vollstdndig erhaltenen; 3 Punkte groBflachig erhaltenen, 2 Punkte vereinzelt

vorhandenen und 1 Punkt fehlenden Endothel entsprach. Dargestellt sind die jeweiligen Scores mit die Standard-

abweichung und Anzahl der Venen [n]. Der Endothelverlust zeigte sich unabhingig von der Konservierungslo-

sung (p=0.688), jedoch statistisch signifikant abhéngig von der Konservierungszeit (p<0.0001).

Zeit [ h ] HTK n UW n
[Endothelstatus] [Endothelstatus]
3 3.25+0.25 4 3.25+0.25 4
24 3.25+0.48 4 3.25+0.25 4
48 2.50+0.50 4 2.75+0.45 4
72 1.75+0.25 4 1.50+0.50 4
96 1.25+0.25 4 1.50+0.50 4
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Abb.7: Morphologischer Endothelstatus der humanen Venensegmente. Dargestellt sind die prozentualen Verén-

derungen des Endothelstatus, ausgehend vom Score 4 (vollstindig erhaltenes Endothel) im Laufe der Konservie-

rungszeit in den jeweiligen Konservierungslosungen. Score 4 wurde als 100 % betrachtet.
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Bild 1 Raster- Elektronen- Mikroskopische Bilder mit einer 206-facher VergréBerung (A HTK und B UW) nach
3 h initialer Konservierung mit positiver funktioneller Endothelreaktion. Dargestellt ist die Intima der GefaB-
wand mit vollstdndig bis grofflachig erhaltenem Endothel, welches 50-100 % (Score 4-3) des urspriinglichen
Endothelstatus ausmacht (HTK 81 %, UW 81 %).
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Bild 2 Raster- Elektronen- Mikroskopische Bilder mit einer 206-facher VergroBerung (A HTK und B UW ) nach
24 h initialer Konservierung mit positiver funktioneller Endothelreaktion. Dargestellt ist die Intima der Gefaf3-
wand mit groBflichig erhaltenem Endothel, welches 50-75 % (Score 3) des urspriinglichen Endothelstatus aus-
macht (HTK 81 %, UW 81 %). Strangférmige Lasionen (Abb. B rechts) deuten auf traumatische Schiaden (Pin-

zettengriff etc.) hin.



32

Bild 3 Raster- Elektronen- Mikroskopische Bilder mit einer 206-facher VergréBerung (A HTK und B UW) nach
48 h initialer Konservierung mit positiver funktioneller Endothelreaktion. Dargestellt ist die Intima der GefaB-
wand mit vereinzelt bis groBflichig erhaltenem Endothel, welches 25-75 % (Score 2-3) des urspriinglichen En-

dothelstatus ausmacht (HTK 63 %, UW 69 %).
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Bild 4 Raster- Elektronen- Mikroskopische Bilder mit einer 206-facher VergroBerung (A HTK und B UW) nach
72 h initialer Konservierung mit positiver funktioneller Endothelreaktion. Dargestellt ist die Intima der Gefaf3-
wand mit groBtenteils zerstortem Endothel, welches 25-50 % (Score 2) des urspriinglichen Endothelstatus aus-

macht (HTK 44 %, UW 38 %).
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Bild 5 Raster- Elektronen- Mikroskopische Bilder mit einer 206-facher VergréBerung (A HTK und B UW) nach
96 h initialer Konservierung mit positiver funktioneller Endothelreaktion. Dargestellt ist die Intima der Gefaf3-
wand ohne Endothel, welches 0-25 % (Score 1) des urspriinglichen Endothelstatus ausmacht (HTK und UW

Score 1).
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5.Diskussion

Bei der Erhaltung der funktionellen Eigenschaften der Venensegmente spielten bei dieser
vorliegenden Studie vor allem die Konservierungsmethoden und die Zusammenstzung der
Konservierungslosungen, die nachfolgernd diskutiert werden, eine zentrale Rolle. Nach Aus-
wertung der experimentellen Ergebnisse weisen die Daten darauf hin, da3 eine 48 h Konser-
vierung von humanen Vena saphena magna Transplantaten in der UW-Losung die endotheli-
ale und glattmuskulédre Funktion besser erhilt als die Konservierung in der HTK-Losung. Bei
der Vasokontraktion zeigte die UW-Losung eine bessere Konservierung der a-Rezeptor ab-
héngigen Eigenschaften als die HTK-Ldsung. Dies wurde vor allem bei einer kleineren Phe-
nylephrin-Konzentration (0.2 uM) signifikant deutlich. Am empfindlichsten zeigte sich das
Endothel bei der Konservierung der Venensegmente, dessen Vitalitdt mittels der Acetylcholin
abhingigen Vasorelaxation liberpriift wurde. Hier zeigte die UW-Ldsung signifikant bessere
Eigenschaften bei deren Konservierung. Hinsichtlich morphologischer Endothelverdnderun-
gen konnten zwischen den Losungen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Nach unseren Ergebnissen sind ausschlieBlich auf morphologischer Ebene erzielte Beobach-

tungen fiir die Beurteilung einer Konservierungslosung unzureichend.

S.1 KONSERVIERUNGSMETHODEN

Ein bisher nicht erforschter Teilaspekt der allogenen Venentransplantation ist die geeignete
Konservierung, welche die Voraussetzung einer optimalen Organtransplantation ist. Dabei
spielt neben der Morphologie vor allem die Erhaltung der Vitalitdt und Funktionalitét eine
Rolle, weil davon ausgegangen werden muf}, daB3 nur vitale Transplantate durch Diffusion
vom Blutstrom erndhrt werden kdnnen und nur diese eine rezipiente Integration erfahren. Ge-
schidigte GefdBtransplantate werden oft nur fibrotisch umgebaut und dienen lediglich als

Blutleiter. Sie funktionieren dann zwar eine Weile noch als narbiger Schlauch, fallen dann
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aber einer reparativen Okklusion zu Opfer. Bereits bei der Auswahl der Venen zum poten-
tiellen Bypass, sollten moglichst gesunde Abschnitte entnommen werden, da bei varikdsen
Venen Intima-und Media verdickungen vorliegen konnen, die spdter zu raschen GefaBveran-
derungen fiithren konnen {Kirsch 1999}.

Die hohe Zahl solcher Friihverschliisse konnte auch durch die in der Vergangenheit favori-
sierte Kryokonservierung nicht verhindert werden {Castier 1999, Brockband 1994, Davies
1999}. Wesentliche Ursache scheint die mit dieser Art von Konservierung ausgeldste Abto-
tung aller zelluldren Bestandteile des Transplantats zu sein, was durch Abldsung der Intima
und fibrotische Wanddegeneration sichtbar wird {Boeken 1993, Bujan 2000}. So konnte De-
terling {1951} bei kryokonservierten Venentransplantaten in Gewebekulturn keinen Wachs-
tum nachweisen, was den konservierten Zelltod belegt. Davies {1999} und Harris {1993}
beobachteten unabhingig voneinander bei kryokonservierten Venen Intimahyperplasien, die
Frithokklusionen erkldren konnten.

Das Ziel kiinftiger allogener Venentransplantationen ist die Verwendung frischer Gewebe. In
der Regel handelt es sich um Gefdf3e hirntoter Spender. Mehrere Autoren zeigten in der Ver-
gangenheit, da3 zwischen autologen und allogenen Venentransplantaten bei effizienter Im-
munisierung keine signifikanten Unterschiede vorliegen {McGeachie 1983, Tice 1970/1972,
Ochsner 1984}. Da aus Griinden des organisatorischen Operationsablaufes und des immuno-
logischen Monitorings (Cross match) dennoch einige Stunden bis zur GefaBimplantation ver-
gehen, spielt die Konservierung und Preservation des Transplantats eine wichtige Rolle. Frii-
here Studien von Langhammer {1987} und Ruth {1992} konnten an isolierten Venenseg-
menten nachweisen, da3 auBBer heparinisiertem autologen Blut nur Konservierungslosungen
mit niedrigem Gehalt an Natriumionen (Intrinsic-Lésungen) einen befriedigenden Erhaltungs-
stand des Transplantats gewdhrleisten. Zu diesen Losungen gehdren neben der HTK-Losung

(Bretschneider) auch die heute ubiquitdr verwandte UW- Lésung.
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Mit der UW-Losung als Konservierungsmedium beschéftigten sich ebenfalls Southard und
Belzer {1995}. Sie konnten Leber, Pankreas und Nieren erfolgreich bis zu 2 Tagen in der
UW-L6sung bei 0-5°C konservieren. Die Effizienz der UW-Losung sahen sie in dessen Zu-
sammensetzung, weil hier eine Reihe von zellinternen Substanzen (Laktobionsdure, Raffino-
se, Hydroxyethylstirke) enthalten sind, welche die Zellschwellung bei der kalt-ischdmischen
Konservierung vermindern. Hinzu beriicksichtigten sie die Bedeutung des Glutathions und
Adenosins, ebenfalls Komponenten der UW-Losung, die durch Steigerung der antioxidativen
Kapazititen und Forcierung der ATP-Regeneration den zelleigenen Metabolismus fordern.
Santoli {1994} und Anastasiou {1997} konnten bestdtigen, da3 andere Medien wie z.B. hepa-
rinisierte NaCl-Losung nach einigen Stunden durch Ausldsen einer Azidose die Denaturie-
rung zelluldrer Proteine mit terminaler Koagulationsnekrose des Endothels hervorrufen. Die
Folgen sind die Einwanderung von Entziindungszellen in die GefaBintima sowie die Auflage-
rung von Fibrin und Thrombozyten auf endothelfreie Wandstellen. Spater kommt es in diesen
Regionen zur narbigen Wandverdickung mit Einengung des Lumens.

Die UW-Ldsung scheint nach unseren Ergebnissen in den ersten 48 Stunden den kontraktilen
Apparat besser zu konservieren als die HTK-Losung. Sowohl die rezeptorabhingige Kon-
traktion durch Phenylephrin als auch die rezeptorunabhingige Kontraktion mittels KCl zeigen
bessere Konservierungsergebnisse in der UW-Ldsung, wobei die Unterschiede zwischen den
Losungen bei der Phenylephrin-induzierten Vasokontraktion deutlich und bei der KCI-
induzierten Vasokontraktion eher gering ausfallen.

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnte auch Cavallari {1995/1997} in seinen Stu-
dien die bessere Erhaltung der kontraktilen Funktionen in der UW-L&sung beobachten. Im
Gegensatz zur NaCl-Losung und zum autologen Blut gab es in der UW-Lsung keinen signi-
fikanten Verlust der Kontraktilitit nach 24 Stunden Konservierung. Vischjager konnte 1997 in
seinen Versuchen mit Hunde- und Rattenarterien nach 14 Tagen Konservierung in der UW-

Losung noch bis zu 60 % der urspriinglichen Kontraktionskraft nachweisen. Die giinstige



38

Konservierbarkeit des glattmuskuldren kontraktilen Apparates in der UW-Ldsung wird auch
in den Studien von Santoli {1993/1994} und Mingoli {1995/1997} bestétigt.

Im Gegensatz zur UW-Ldsung gab es in der Vergangenheit kaum Konservierungsversuche
von Venentransplantaten mit der HTK-Losung. Grohs testete 1996 an humanen Saphena
magna-Venen die HTK-Ldsung, autologes Blut und 5 %"ige Albuminldésung beziiglich der
Erhaltung der Kontraktilitdt. Nach 36 h Konservierung zeigten die Venen in der Albuminlé-
sung keinerlei Kontraktionen, dagegen im autologen Blut noch 24 % KCl-induzierte und 16%
Noradrenalin-induzierte Vasokonstriktion. Bei den HTK-konservierten Venen beobachtete
Grohs nach 36 h noch eine maximal 82 %"ige Kontraktion nach KCI-Gabe, wobei die No-
radrenalin (0.2 und 2 pM) induzierte Vasokonstriktion noch voll erhalten blieb. Nach 96 h
zeigten die Venen in allen Konservierungsmedien nur noch schwache Kontraktionen, so daf3
Grohs zwischen den Losungen keine relevanten Unterschiede mehr sah. Er postulierte, daf3
die HTK-L6sung unter den Losungen, die er testete, am geeignetesten fiir eine Konservierung
der Venen bis zu 36 h wire.

Unsere Ergebnisse fiir die HTK-Losung dhneln in Bezug auf die KCl-induzierte Vaso-
konstriktion weitestgehend Grohs Beobachtungen. Wir sahen bei den HTK-Venen nach 24 h
Konservierung 89 % und nach 48 Stunden 60 % der KCl-induzierten Kontraktionskraft (siche
Abb. 1). In der UW-Losung erzielten wir jedoch mit 88 % Kontraktionsvermdgen nach 24
Stunden und 72 % nach 48 h bessere Werte als bei HTK in der eigenen Versuchsreihe. In Be-
zug auf die a-adrenerge Vasokonstriktion konnen wir jedoch Grohs Ergebnisse nicht bestéti-
gen. Wir sahen in der HTK-Gruppe bei 0.2 und 2 pM Phenylephrin bereits nach 24 h deutli-

che EinbuBBen der Kontraktilitdt (siche Abb. 3 und 4).

5.2 Konservierungsbedingungen / Konservierungslosungszusammensetzung

Die Venensegmente wurden alle unter hypothermen Bedingungen bei 4°C unter Lich-

tausschlufl aufbewahrt. Ziel dabei war es, die metabolischen Stoffwechselvorgdnge in den
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Venentransplantaten zu reduzieren. Die meisten Organe tolerieren eine warme Ischidmie fiir
30 — 60 min ohne einen kompletten Funktionsverlust. Wéhrend einer hypothermen Lagerung
kann eine Preservation um den Faktor 12 — 13 verlédngert werden {Belzer, Southard 1988}.
Bei Zimmertemperatur (ca. 21°C) finden in und zwischen den Zellen der explantierten Ve-
nensegmente rege Stoffwechselvorgénge statt. Extrazellulédr liegt eine hohe Natriumionen-
Konzentration vor; intrazelluldr dagegen eine hohe Kaliumionen-Konzentration, so das ein
standiger Einstrom von Natriumionen und ein Austrom von Kaliumionen vorliegt. Die ein-
stromenden Natriumionen ziehen dabei immer jeweils ein Chloridion mit hinein, was gleich-
zeitig aus osmotischen Griinden zu einem Eindringen von Wassermolekiilen in die Zelle
fuhrt. Hinzu kommt, daf} die extrazelluldre Kalziumionen-Konzentration hoher ist als die in-
trazelluldre, so daf3 schlieBlich auch ein Einstrom von Kalziumionen erfolgt.

SchlieBlich kommt es im Rahmen des Donnan-Effektes (Proteinanionen kénnen durch die
Zellmembran nicht durch, so daf ein Konzentrationsungleichgewicht vorliegt) zu einem An-
stieg des intrazelluldren onkotischen Druckes, was zusétzlich zu einem weiteren Einstrom von
Wassermolekiilen fiihrt (hydrostatischer Druck wirkt dem Konzentrationsungleichgewicht

entgegen).

hydrostatischer Drock

‘*Jr"‘v’x;

erhiihfe lonenkonzentration

H2Ly

osmotischer Druck
erhiihi

L

Donnan-Gleichgewicht

Abb. 9: Dargestellt ist schematisch das Donnan-Gleichgewicht. GroBere Proteinanionen konnen die Zellmemb-
ran nicht penetrieren, so da3 ein Konzentrationsungleichgewicht entsteht. Aufgrund des onkotischen Druckes
stromt Wasser aus dem Extrazellularraum (EZR) in die Zelle (IZR), wobei der hydrostatische Druck entgegen

wirkt.
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Unter normalen, gut oxygenisierten Umstidnden, produzieren die Mitochondrien energiereiche
Adenosintriphosphatbindungen (ATP), welche die Elektrolyt-Pumpen der Zellmembran in
Gang halten und so eine Balance der lonenkonzentrationen gewéhrleisten. Die Natrium-
Kalium aktivierte ATPase pumpt jeweils 3 Natriumionen aus der Zelle raus und 2 Kaliumio-
nen hinein. Damit bildet sich ein Membranpotential, welches innen negativ und au3en positiv
ist. Wichtig hierbei bleibt zu bemerken, daf3 dieses Membranpotential die einzige Barriere ist,
um die negativ geladenen Chloridionen extrazelluldr zu halten. Dariiber hinaus befordert die
Natrium-Kalzium abhéngige ATPase jeweils einen Kalziumion aus der Zelle hinaus und dafiir
einen Natriumion hinein, was dann auch zu einer Unterstiitzung des Membranpotentials fiihrt.
Unter hypoxischen (ischdmischen) Bedingungen, die bei einer Explantation der Venenseg-
mente praktisch hervorgerufen werden, kommt es zu einer drastischen Einschrinkung des
ATP, welches im Mitochondrium sauerstoff-abhidngig produziert wird. Die Folge ist eine Ein-
stellung der Membranpumpen, so da3 Natriumionen und Chloridionen zunehmendes in die
Zelle eindringen, und einen Einstrom von Wassermolekiilen nach sich ziehen. Da das Memb-
ranpotential abnimmt bricht die Barriere gegen Chloridionen zusammen, so da3 diese unge-
hindert in die Zelle eindringen und dabei Natriumionen und Wassermolekiile mit sich ziehen.
Dabei stromt fiir jedes eindringende Natriumion ein Kaliumion nach auflen. Ferner kommt es
zu einem unbehinderten Einstrom von Kalziumionen in die Zelle und zu einer Entleerung der
intrazelluldren, spannungsabhdngigen Kalziumspeicher (endoplasmatisches Retikulum). Eini-
ge Autoren glauben, daB3 dieser zelluldrer Kalziumionen-Anstieg der schidlichster Effekt der
Hypoxie wiére und zum Zelltod fiihren wiirde {Hochachka 1986}.

Bei Hypothermie sind alle metabolischen Stoffwechselvorgiange reduziert, so ist die Natrium-
ionen-abhidngige ATPase zwar reduziert, bleibt aber dennoch aktiv {Martin et al. 1972}. Da
die Aktivitdit der Membranpumpen auch bei Hypothermie allméhlich reduziert wird, kommt

es im weiteren Verlauf ebenfalls zu einer Abnahme des Membranpotentials. Auch hier ist
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dann die Folge die Diffusion von Chloridionen und Wassermolekiilen ins Zellinnere
{MacKnight 1977, Martin 1972}.

Nach Darstellung der Physiologie der Zellfunktion unter normalen, ischdmischen und hypo-
thermen Bedingungen kann man die Zusammensetzung der Konservierungslosungen verste-
hen und sie eingehender diskutieren. Schlu3folgernd aus dieser Darstellung der Stoffwechsel-
vorgédnge wurden unsere Venentransplantate unter hypothermen Bedingungen bei 4°C unter
Lichtausschlufl aufbewahrt. Die Vorziige einer hypothermen Lagerung von Organen wurden
in der Vergangenheit von mehreren Autoren beschrieben {Collins 1969, Belzer 1967}. Ein
wichtiger Punkt fiir eine erfolgreiche Konservierung unter hypothermen Bedingungen ist die
Vermeidung einer intrazelluliren Azidose {Langhammer 1987}. Der Kohlenhydratverbrauch
ist unter anaeroben Bedingungen siebenmal hoher als unter aecroben Bedingungen. Ischdmie
stimuliert auch bei Hypothermie die Glykolyse und Glykogenolyse (Pasteur-Effekt—>beruht
auf der Hemmung der Phosphofruktokinase durch Citrat und ATP). Es kommt zu einer er-
hohten Michsaure-Produktion und zu einer Zunahme der Hydroxoniumionen (H"). Diese Ge-
websazidose kann eine Zellschddigung hervorrufen und durch Aktivierung von lysosomalen
Enzymen eine organelle Instabilitdt induzieren, die auch Mitochondrien betriftt.

Die Zusammensetzung der UW-Ldsung ist nach Notwendigkeit und Bedarf den metaboli-
schen Vorgingen wihrend einer hypothermen Preservation angepalit {Belzer 1988}. Um bei
einer hypothermen Lagerung das permanente Diffundieren von Chloridionen zu vermeiden,
entschied man sich Chloridionen génzlich weg zu lassen und dafiir gromolekulare, nicht
membrangéingige Laktobionate einzusetzen (Tab.1). Ebenfalls zur Vermeidung einer Zell-
schwellung ist der Anteil an Natriumionen minimal (Na-Gehalt: 305 mM). Auller im Rah-
men einer Pufferung mit Natronlauge (NaOH) wurden keine weiteren Natriumionen hinzuge-
fiigt. Da es wihrend der Preservation zu einem Eindringen der extrazelluldren Kalziumionen

ins Cytosol und zusétzlich zu einer Entleerung der intrazelluldren Kalziumspeicher kommt,



42

was dann zu einer zytotoxisch hohen Kalziumkonzentration fithrt {Hochachka 1986}, enthilt
die UW-Losung keine Kalziumionen.

Beziiglich der Kaliumionen wurde um die intrazelluldre Kaliumkonzentration zu erhalten, in
der UW-Losung die extrazelluldre Kalium-Konzentration auf 25 mmol erh6ht, was dann auch
bei einer reduzierten Pumpaktivitdt der Natrium-Kalium ATPase die intrazelluldre Kalium-
Konzentration aufrecht erhélt. Da vergangene Studien zeigten, dafl durch Zugabe von Adeno-
sin eine hohere ATP-Konzentration {iber bis zu 5 Tagen erhalten werden kann, wurde dem
entsprechend der UW-L&sung Adenosin zugefiigt {Belzer 1986}. Adenosin ist membrangén-
gig und stimuliert intrazelluldr die ATP-Synthese {Southard 1985, D" Alessandro 1987}. Auf-
grund der Eigenschaft von Glukose bei ihrer Verstoffwechselung Milchsdure und Hydroxoni-
umionen (H") freizusetzen, wurde sie génzlich weggelassen. Zudem enthilt die UW-Losung
mehrere Phosphationen, die zur Pufferung von Hydroxoniumionen dienen. Raffinose, eben-
falls ein groBmolekulares nicht membrangéngiges Molekiil wurde zur Aufrechterhaltung des
osmotischen Gleichgewichts eingesetzt. Als reduzierendes Antioxidans wurde der Losung
Gluthation beigefiigt, welches bekanntlich auch physiologisch als Bestandteil von Zellmemb-
ranen jegliche Oxidantien (freie Radikale, Lipidperoxidasen, Wasserstoffperoxide, etc.) redu-
ziert {Freeman 1982, Ziemlanki 1982}. Als weiterer membranstabilisierender Faktor enthélt
die Losung Steroide (Dexamethason), dessen Effizienz sich bereits in zahlreichen Studien
erwiesen hat {Guldutuna 1993, Lugovoij 1980, Goldfarb 1983}. Jarvelainen konnte ebenfalls
einen stabilisierenden Effekt von Steroiden (Dexamethason) bei Zellkulturen mit humanen
Endothelzellen feststellen {Jarvelainen 1985}. Allopurinol hemmt die Xanthinoxidase und
damit die Bildung von freien Radikalen {Green 1989}. Einige Autoren bezweifeln jedoch die
Rolle des Allopurinols, beziiglich der Inhibition der Bildung von freien Radikalen, da sie kei-
nen Einfluf auf die Konzentration von Antioxidantien wie Glutathion zeigten {Karwinski
1993}. Hydroxyethylstirke (HES) wurde als nicht toxisches Kolloid zur Vermeidung der

Ausdehnung des Extrazelluldrraumes eingesetzt {Hoffmann 1983). Penizillin dient zur Ver-
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meidung vom bakteriellen Befall des Transplantates wahrend der Konservierung. Das Insulin
zeigte wahrend der Konservierung in vergangenen Studien einen protektiven Effekt auf die
Zellvitalitdt, so das es ebenfalls Bestandteil der UW-Ldsung ist {Shimada 1995, 1996}.

Wesentliche Unterschiede gegeniiber der UW-Losung bestehen in der Zusammensetzung der
Histidin-Tryptophan-Ketoglutorat Losung (HTK). So sind in der HTK mit 15 mmol halb so-
viel Natriumionen enthalten wie in der UW-Losung (Tab.2). Allerdings ist der Anteil der Ka-
liumionen mit 10 mmol extrem niedrig, verglichen zu 125 mmol in der UW. AuBlerdem ent-
hélt die HTK-Losung Chloridionen (ca. 32 mmol). Eine protektive Rolle wird dem Histidin-
Anteil in der HTK zugeordnet, so wird deren Puffer-Féhigkeit durch zahlreiche Studien bes-
tatigt {Beauvieux 1993, Sumimoto 1991}. Die Aminosédure Histidin scheint durch Stimulie-
rung des Kohlenhydrat-Stoffwechsels den pH-Wert zu erhéhen. Speziell durch Pufferung der
Metabolite einer anaeroben Glykolyse, erhoht Histidin die Aktivitdt der Phosphorylase-
Enzyme und erreicht damit eine hohe ATP-Konzentration {Churchill 1998, Takeuchi 1995}.
Einige Autoren beobachteten bei Histidin-versetzten Ldosungen eine hohere ATP-
Konzentration in Transplantaten (Leber-Transplantate) als in der UW-Losung {Mitchell
1996}. Neuere Studien zeigten zudem, daB3 Histidin bei der Hemmung intrazelluldrer Protea-
sen mitwirkt und so die Konzentration von Antioxidantien wie Glutathion auf héherem Ni-
veau hélt {Upadhya 2000}. Ein antioxidativer und damit membranstabilisierender Effekt des
Mannitols, ebenfalls Bestandteil der HTK-L6sung, wird durch zahlreiche Autoren bestitigt
{Wickens 1987, Mazor 1990}. Mannitol reduziert freie Radikale, welche die Zellmembran
angreifen und schiitzt so die Zelle vor Zellschwellung {Dunphy 1999}. Als weiteren wesent-
lichen Bestandteil enthilt die HTK-Losung die Aminosdure Tryptophan (Tab.2). Tryptophan,
welches physiologisch ein Baustein der Zellmembranen ist, besitzt amphophile und dipolare
Eigenschaften, die es ermdglichen, als wichtiges Glied zwischen hydrophilen und hydropho-
ben Membranschichten zu agieren {Wallace 1999}. So tretet Tryptophan vorzugsweise an

Membranschnittstellen auf und erfiillt damit eine wichtige Funktion bei der Membranstabili-
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sierung {Yau 1998, Slobozhanina 1991}. Weitere Studien zeigten, da3 Tryptophan eine zent-

rale Funktion bei der Erhaltung spezieller Zellkanile besitzt {Lasalde 1996}.

5.3. Rezeptor-unabhingige Vasokontraktion

Die Anreicherung der Kaliumkonzentration in der Organbadldsung auf 80 mM/I fiihrte bei der
initialen Messung ( 3 h nach Explantation) zu einer Spannungsentwicklung von 59.90+12.08
mN bei den Venen der UW-Gruppe, bzw. von ca. 38.1+5.7 mN bei den HTK-Venen (siche
Tab.4). Die hier gemessenen Werte beruhen auf einer Abnahme des Gefdllsegmentdurchmes-
sers infolge der Vasokonstriktion. Diese wiederum ist auf die Kontraktion glatter Muskelzel-
len in der Tunica media der GefdBwand zuriickzufiihren. Voraussetzung fiir diese Kontraktion
ist eine Erhohung des Kalzium-Gehaltes in der glatten Muskelzelle {Bolton 1979}. Diese
Kalziumanreicherung resultiert aus dem Einstrom extrazelluldrer Ionen, sowie in geringem
Mafe, aus der Freisetzung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern wie dem sarkoplasmati-
schen Retikulum. Die Freisetzung wird durch second-messenger wie dem Inositoltriphosphat
vermittelt {Somlyo und Himpens 1989}. Der Einstrom von Kalzium erfolgt durch Kanile,
deren Duchgiingigkeit iiber die Anderung des Membranpotentials (spannungsabhingige Ka-
nile) oder aber iiber die Wirkung von vasoaktiven Substanzen auf Rezeptoren der Zellmemb-
ran (Rezeptor gesteuerte Kanéle) geregelt wird.

Bei den spannungsabhéngigen Kanilen fiihrt eine starke Erhohung der extrazelluldren Kalum-
konzentration zu einem Einstrom der Kaliumionen ins Innere der glatten Muskelzelle.

Dies bewirkt eine Abnahme des an an der Zellmembran bestehenden elektrischen Potentials,
eine Depolarisation. Die spannungsabhingigen Kalziumkanile reagieren auf diese Anderung
des Membranpotentials mit einer Erhohung ihrer Permeabilitdt, so da3 extrazellulidres Kalzi-
um ins Cytosol stromt {Bolton 1979}. Das eingestromte bzw. freigesetzte Kalzium fiihrt unter
ATP-Verbrauch zu einer Phosphorylierung der Myosinkdpfchen, welche daraufhin mit Aktin

Briickenverbindungen eingehen, die sich als Kontraktion der glatten Muskelzelle du3ern.
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Bei unseren Versuchen konnten wir beziiglich der rezeptorunabhingigen Vasokontraktion
mittels KCI im Laufe der Konservierungszeit keine signifikanten Unterschiede (p=0.08) zwi-
schen den beiden Untersuchungslosungen feststellen. In beiden Konservierungsmedien nahm
die Vasokontraktion wihrend der Konservierungszeit nahezu kontinuierlich ab. In den ersten
24 h zeigten die UW-Venen 88 % Vasokontraktionen, vergleichbar hohe Vasokontraktionen
konnten die HTK-Venen mit 89 % aufweisen. Nach 48 h Konservierung énderte sich das
Verhiéltnis deutlich zu Gunsten der UW-Venen mit 72 % versus 60 % bei den HTK-Venen
(Abb.1). Offenbar scheinen die glattmuskuldren Zellen der Venen in beiden Losungen hohe
EinbuBlen aufzuweisen, wobei in der UW-L&sung nach 48 h eine deutlich gilinstigere Konser-

vierung der glattmuskulédren rezeptorunabhédngigen Eigenschaften vorliegt.

S.4. Rezeptor-abhingige Vasokontraktion

Die Spannungsentwicklung nach der kumulativen Gabe von 0.2; 2 und 20 uM Phenylephrin
kommt ebenfalls durch Vasokonstriktion zustande, die jedoch iiber andere Mechanismen
verlauft als die Kalium bedingte Vasokonstriktion. Hier wirkt Phenylephrin {iber eine Aktivie-
rung der adrenergen Rezeptoren (o;- und a,-Rezeptoren) an der Membran der glatten Mus-
kelzellen. Phenylephrin fiihrt iiber die a;-Rezeptoren zur Aktivierung des G-Proteins und der
Phospholipase C, die ebenfalls membranstindig sind {Kojda 1997}. Die Phospholipase C
katalysiert die Bildung des second-messengers Inositoltriphosphat, welcher seinerseits die
Entleerung der Kalziumspeicher des sarkoplasmatischen Retikulums ins Cytosol bewirkt. Das
Phenylephrin vermag bei hoher Dosierung auch iiber Aktiviering von a,-Rezeptoren die Per-
meabilitit der Kalziumkanile der Muskelzellwand zu erhdhen und damit den Einstrom von
extrazelluldren Kalziumionen zu férdern. Der zytoplasmatische Kalziumionen Anstieg fiihrt
auch hier unter ATP-Verbrauch zur Phosphorylierung der Myosinkdpfchen und zur Bildung

von Briickenverbindungen mit Aktin, die zur Kontraktion der glatten Muskelzelle fiihrt.
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In unseren Versuchen konnten wir bei 0.2 uM iiber 48 h eine signifikant (P<0.05) bessere
Konservierung der a,-Rezeptor abhdngigen Vasokontraktion in der UW-Ldsung nachweisen,
als in der HTK-Losung (Abbildung 2). Verglichen mit den HTK-konservierten Venen schei-
nen die UW-konservierten Venen demnach hinsichtlich des rezeptorabhéngigen Kontrakti-
onsapparates besser erhalten zu sein. Wihrend die Venen in UW-L6sung nach 24 h bei 0.2
uM PE praktisch keinerlei Funktionsverlust zeigten (97 %) und bei 48 h noch 66 % der Vaso-
kontraktion aufwiesen, betrug die Vasokontraktion der Venen in HTK-Ldsung nach 24 h le-
diglich noch 63 % und nach 48 h nur noch 58 %. Ahnliche Werte lagen bei 2 uM Phenyleph-
rin vor. Nach 24 h zeigten die UW-Venen (82 %) bedeutsam bessere Vasokontraktionen als
die HTK-Venen (75 %). Die UW-Venen zeigten auch iiber die weitere Konservierungszeit
(48 h, 72 h und 96 h) gegeniiber den HTK-Venen eine 5-10 % stirkere Vasokontraktion (Abb
3). Bei der maximalen o-induzierten Vasokontraktion mit 20 uM Phenylephrin gab es zwi-
schen den beiden Konservierungslosungen keinerlei signifikante oder bedeutsame Unter-
schiede (Abb.4). In den ersten 24 h iiberwogen hier die HTK-Venen (86 %) gegniiber den
UW-Venen (81 %), wobei nach 48 h die UW-Venen (65 %) bessere Vasokontraktionen zeig-
ten als die HTK-Venen (54 %). Bei dieser maximalen Vasokontraktion durch 20 pM Pheny-
lephrin kommt es wahrscheinlich zu einer Aktiviering von a,-Rezeptoren, welche die Perme-
abilitit der membranstindigen Kalziumkanile der Muskelzellen erhhen und damit den Ein-
strom von extrazelluldren Kalziumionen zu férdern.

Neue Erkenntnisse brachte die Tatsache, daB3 die rezeptorunabhidngige Kontraktionseigen-
schaft der GefdBe in beiden Losungen besser konserviert wurde als die rezeptorvermittelte
Kontraktion. So konnten wir feststellen, dal die KCl- induzierte Vasokonstriktion in der UW
nach 24 h 88 % und nach 48 h 72 %, sowie in der HTK nach 24 h 89 % und nach 48 h 60 %
des Ausgangswertes betrug. Demgegeniiber sank die PE (20 pM)-induzierte Kontraktions-
kraft in der UW nach 24 h auf 81 %, nach 48 h gar auf 65 %, sowie in der HTK nach 24 h 86

% und nach 48 h auf 54 %. Demnach miissen wiahrend der Konservierung Schéden entstanden
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sein, die auch die Signaltransduktion zwischen den glatten Muskelzellen beeintréchtigen, da
der Effekt des adrenergen PE's iiber a;-Rezeptoren und GAP-Verbindungen verlduft. Bei 0.2
und 2 uM PE ist der Verlust der Kontraktionskraft in beiden Losungen verglichen mit der
KCI sogar noch gravierender (siche Abb.1, 2 und 3). Diese Ergebnisse zeigen, daB3 die o-

Rezeptoren sehr ischdmie-sensibel sind.

5.5. Dilatative Eigenschaften der Gefallsegmente

Das zu Anfang jedes Versuchs nach Vorkontraktion der GefdBle applizierte Acetylcholin
fithrte an den Segmenten der humanen Vena saphena nur zu schwachen und kurz andauernden
Relaxationen. Diese wurde als voriibergehende Spannungsabnahme infolge einer kurzen Ver-
groBerung des GefiaBdurchmessers vom Spannungsaufnehmer gemessen und ist auf eine tran-
siente Relaxation der glatten GefédBmuskelzellen zuriickzufiihren.

Furchgott konnte bereits 1980 als Voraussetzung fiir die Wirksamkeit verschiedener Vasodi-
latatoren ein intaktes Endothel identifizieren {Furchgott 1980}. Er konnte nachweisen, daf3
ACH endothelabhingig wirkt und daB ACH in den Endothelzellen zur Freisetzung einer bis
dahin unbekannten Substanz fiihrt, welche fiir die Dilatation der glatten Muskelzellen verant-
wortlich sei. Furchgott postulierte 1981 die rezeptorvermittelte Freisetzung einer endothelia-
len relaxierenden Substanz, das Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) {Furchgott
1981}. Spater wurde erkannt, da3 dieses EDRF dem Stickstoffoxid (NO) entspricht {Palmer

et al. 1987, Ignarro et al. 1987}.
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Abb. 10: Dargestellt ist die NO-abhéngige Vasorelaxation. NO aktiviert die Guanylatcyclase (GC) zur Bildung
des cyclischen Guanosinmonophosphates (cGMP), welches dann die cGMP-abhéngige Proteinkinase (PK) akti-
viert. Die PK phosphorylisiert eine Reihe von intrazelluldren Proteinen, die zu einer Abnahme der freien intra-
zelluldren Calciumkonzentration fithren. Die Folge hiervon ist schlieBlich eine Vasorelaxation. (NO=Nitridoxid,
SR=sarkoendoplasmatisches Retikulum, IP3=Inositoltriphosphat) (mit freundlicher Genehmigung modifiziert

aus {Gewaltig MT, Kojda G 2002})

NO diffundiert sehr leicht durch die Zellmembran und fiihrt in den glatten Muskelzellen der
GefaBwand zu einer Stimulation der l16slichen Guanylatcyclase {Murad 1978}, welches die
Bildung von cyclischen Guanosinmonophosphat (¢cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP)
katalysiert.

Das cyclische GMP fiihrt durch Ausschleusung des intrazelluldren Kalziums und Riickre-
sorption ins sarkoplasmatische Retikulum zu einer Abnahme des Kalziums in der Zelle. Dies

filhrt zu einer verminderten Phosphorylierung des Myosins und damit zur Losung der Brii-
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ckenverbindungen mit Actin. Letztendlich kommt es dadurch zur messbaren Relaxation der
GefdBBwand.

In unseren Versuchen konnten wir feststellen, dal nach der durch 1 pM ACH induzierten
kurzandauernden Vasorelaxation eine weitere Dosiserh6hung des ACH zu einer weiteren Va-
sorelaxation fiihrte. Besonders aufféllig war es, daB3 nach mehrmaliger ACH Gabe plotzlich
eine relativ starke Vasokontraktion erfolgte. Hierbei ist anzunehmen, dafl eine ACH-
Uberdosierung direkt iiber die muscarinergen (M3)-Rezeptoren der glatten Muskelzellen zu
einer G-Protein vermittelten Aktivierung von Phospholipase C fiihrt. Nachfolgend kommt es
dadurch zum Anstieg der intrazelluliren Ubertrigersubstanz Inositol-Triphosphat, die ihrer-
seits zu einer Erhohung der Kalzium-Konzentration in der Zelle fiihrt. Die Folge ist eine Va-
sokontraktion, die wir beobachten konnten. Ubereinstimmend mit unseren Beobachtungen
konnte auch De Mey in seinen tierexperimentellen Studien feststellen, dall niedrige ACH-
Dosen zu einer Dilatation und hohe Dosen zu einer Kontraktion fiihren {De Mey 1982}.

Wir konnten nachweisen, daf die endothelabhéngige Vasorelaxation in beiden Lésungen in-
nerhalb weniger Stunden abnahm, wobei in der UW-Ldsung eine ACH-abhédngige Vasorela-
xation noch bis zu 48 Stunden nachweisbar war. Im Gegensatz dazu konnten wir in der HTK-
Losung nach 48 Stunden in keinem der Venensegmente eine Vasorelaxation feststellen. San-
toli konnte 1994 in seinen Studien mit heparinisiertem autologem Blut und der UW-Losung
ebenfalls die Uberlegenheit der UW-Losung beziiglich der Endothelkonservierung bis zu 5
Stunden nachweisen {Santoli 1994}.

Santoli konservierte jeweils 8 humane Saphena-Venen im direkten Vergleich zur UW-L6sung
auch in NaCl-Losung und autologem Blut. Bereits nach 5 Stunden zeigten alle Proben mikro-
skopisch Endothelldsionen, wobei dies am geringsten in der UW-Losung ausgepragt war. Die
deutlichsten Endothelschdden beobachtete er in autologem Blut.

Cavallari untersuchte 1995 und 1997 an Jugular und Femoral-Venen von Kaninchen die Aus-

wirkungen der Konservierung auf den vaskuldren Funktionszustand und den morphplogischen
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Endothelstatus. Er verglich in UW-Belzer-Losung mit NaCl- Losung und autologem Blut.
Nach 24 Stunden Konservierung implantierte er die Venensegmente in Kaninchen und
explantierte sie nach 6 Wochen, um den morphologischen Endothelstatus und Funktionalitét
der Explantate zu iiberpriifen. Am besten erhalten war das Endothel funktionell und morpho-
logisch in den UW-konservierten Venen {Cavallari 1995/1997}.

Ungeklért ist noch die Rolle des hohen Kaliumgehaltes (125 mmol/L) in der UW-L&sung auf
das Endothel der Venen. Anastasiou {1997} stellte bereits nach 1 Stunde Konservierungszeit
eine deutliche Abnahme der endothelabhéngigen Vasorelaxation mittels ACH und vermutete
ursichlich den hohen Kaliumgehalt. Dagegen konnten wir {Bas 2000} iibereinstimmend mit
Mingoli {1995/1997} eine funktionstiichtige Endothelkonservierung iiber viele Stunden fest-
stellen. Selbst nach einem Monat Konservierungszeit in der UW-Losung wére ein scheinbar
funktionstiichtiges Endothel nachzuweisen, wobei hierbei aber eher von einer Reendotheliali-
sierung der Intima auszugehen ist.

Ahnliche Ergebnisse zeigten 1995 Vischjager et al. mit UW-konservierten Hundearterien.
Jeweils zehn Arterientransplantate wurden in Phosphat gepufferter NaCl-Losung und zum
Vergleich in UW-Losung bei 4°C fiir 22 Tage konserviert. Wéhrend in der Phosphat gepuf-
ferten NaCl-Losung bereits nach 3 Tagen kein Endothel mehr nachweisbar war, blieb in der
UW-Gruppe eine funktionstiichtige Endothelschicht bis 14 Tage erhalten. Allerdings zeigten
sie nach Implantation von UW-konservierten Arterien, im Gegensatz zu autogenen UW-
konservierten Implantaten, dal es ohne eine addquate Immunsuppression zu einer Transplan-
tatabstoBung kommt {Vischjager 1995}. 1997 testete Vischjager die UW-Ldsung auch bei
Rattenarterien und erlangte ebenfalls dhnlich positive Konservierungsergebnisse {Vischjager
1997}.

Der rasche Untergang des Endothels in vendsen Gefdallsegmenten kann auch gewebsspezifisch
sein, da vendse Endothelzellen deutlich vulnerabler sind als arterielle {Kojda et al.1994}.

Auch beziiglich der Freisetzung des NO (endothelium-derived relaxing factor) scheint es zwi-
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schen Arterien und Venen Unterschiede zu geben {Liischer 1988}. Kojda et al. {1994} ver-
glichen bei 58 Patienten die endothelabhingige Vasorelaxation zwischen arteriellen (A.
mammaria) und vendsen (V. saphena) GefaBlen mittels ACH und stellten bei Arterien durch-
schnittlich eine 86 %-ige und bei Venen, iibereinstimmend mit unseren Ergebnissen {Bas
2000}, nur eine 39 %-ige Vasorelaxation fest. Vergleichbare Ergebnisse erzielten wir auch in
spéteren Studien mit heparinisiertem autologen Blut als Konservierungsmedium {Saklak, Bas
2001}. Eine Rolle spielt fernerhin auch, dafl vendse GefiBwénde eine diinnere Intima und
weniger glatte Muskelzellen besitzen, so dall eine schwéchere Vasorelaxation und Kontrakti-
on auch anatomisch mitbedingt ist.

Es konnte gezeigt werden, daB3 bei der Entnahme zur Transplantation vorgesehener Venen
duBerste Sorgfalt zu {iben ist, um traumatische Endothelldsionen zu vermeiden. Venenwénde
sind sehr vulnerabel und reagieren empfindlich auf Zug oder mechanische Kompression (Pin-
zettengriff). Dies erklért bei unseren Versuchen, dall von 49 untersuchten Venensegmenten 22
a priori nur minimale bzw. keine funktionelle Reaktion zeigten.

Auch Davies stellte 1994 an Venensegmenten perioperative Schidden am Endothel fest, wel-
ches sich nach der Implantation im Gegensatz zur glatten Muskelatur nicht mehr regenerierte
{Davies 1994}. Tatic postulierte 1995, dal} perioperative Endothelschiden nach einer Im-
plantation fiir unerwartete Okklusionen mitverantwortlich seien {Tatic 1995}. Besonders ge-
fahrdet sind die Enden der Venentransplantate, da sie bei unsachgeméBer Fixierung mittels
Pinzette, oder bei der Anastomosennaht lddiert werden. Andere Autoren beobachteten v.a. an
Anastomosenstellen Intimahyperplasien, die dann zu Frithokklusionen fiihrten {Gruss 1992;

Kobayashi 1993; Zund 1994}.

5.6 Morphologischer Endothelstatus

Bei der Raster-Elektronen-Mikroskopischen Untersuchung wurden in beiden Konservie-

rungsmedien, nach 3 h Preservation, 81.3 % der urspriinglichen Endothelschicht nachgewie-
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sen (Tab.10). Vergleichsweise wurden in beiden Untersuchungsldsungen bei der funktionel-
len Analyse des Endothels nach 3 h Preservation maximal 35 % Dilatation beobachtet
(Tab.9). Auch in den weiteren Zeitabschnitten gab es zwischen dem morphologischen und
funktionellen Endothelstatus eine grofle Diskrepanz, so konnten zum Beispiel in den HTK-
Venen nach 48 h Konservierung keinerlei endothelabhdngige Relaxation mehr festgestellt
werden, obwohl morphologisch die Endothelerhaltung 62.5 % betrug. Diese Beobachtungen
zeigen, daB} ein morphologisch nachgewiesenes Endothel keine unmittelbaren Riickschliisse
auf die Funktionalitidt und damit auf die Vitalitidt des Endothels zu 1463t. Festzuhalten wire,
daBl die morphologischen Schidden am Endothel zwar nicht direkt mit der Vitalitit verbunden
sind, aber dennoch im Laufe der Konservierungszeit entsprechend dem Funktionsverlust, sig-
nifikant zunehmen (Abb.7). Nach unseren Ergebnissen sind ausschlieBlich auf morphologi-
scher Ebene erzielte Beobachtungen fiir die Beurteilung einer Konservierungslosung unzurei-
chend.

Auch Zerkowski {1993 } konnte in seinen Experimenten mit humanen Vena-saphena-
Transplantaten feststellen, dal eine morphologische Untersuchung des Endothels mittels
Lichtmikroskopie oder Raster-Elektronen-Mikroskopie keinerlei Hinweise iiber den Funkti-
onszustand des Endothels gibt. So filihrte er ebenfalls wie in unserer Studie zur Beurteilung
des Funktionszustandes des Endothels bei vorkontrahierten Venensegmenten Dilatationstest
mit Acetylcholin durch.

Den von Vischjager {1995/1997} beobachteten funktionellen und auch morphologischen
Nachweis eines intakten Endothels, nach 14 Tagen Konservierung in der UW-Losung, kon-
nen wir nach unseren Ergebnissen nicht bestitigen {Bas 2000}. Nach 96 h Konservierung
konnten wir zwar noch morphologisch maximal 37.5 % (Abb. 7) erhaltenes Endothel fest-
stellen, aber in keinem der Venensegmente funktionelle Dilatationen nachweisen (Abb. 6).
Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnte auch Santoli {1994} morphologische En-

dotheleinbuflen bereits ab 5 Stunden Konservierung in seinen Studien feststellen. Er konser-
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vierte Vena-saphena-Transplantate von 8 Patienten jeweils in der UW-Ldsung, heparinisiert-
physiologischr NaCl-Losung und heparinisiertem Vollblut. Nach jeweils 30 min, 5 h und 24 h
Konservierungszeit erfolgte die Untersuchung seiner Venensegmente. Dabei beobachtete er
im heparinisierten Vollblut die morphologisch schlechtesten Ergebnisse tliber alle Untersu-
chungszeitpunkte. Nach 5 h zeigten alle Losungen morphologische Endothelldsionen, wobei
sie in der UW-Losung am geringsten waren.

Konerding {1996} befalite sich mittels der Raster-Elektronen-Mikroskopie ausschlieBlich mit
den morphologischen Verdnderungen von humanen Saphena-Venen, die er in der HTK-
Losung, im heparinisierten Vollblut und in heparinisierter physiologischer NaCl-Lésung kon-
servierte. Gegeniiber Santoli {1994} konnte er im heparinisierten Vollblut das am besten er-
haltene Endothel nachweisen.

Weitere Autoren untersuchten unabhéngig voneinander die morphologischen Endothelverén-
derungen abhéngig von perioperativen Dehnungsdruck der Venensegmente {Bonchek 1980;
Gundry 1980}. Ein Jahr spidter befa3ten sich Haase {1981}und Hofer {1981 }ebenfalls mit
den morphologischen Endothelschdden, abhingig von der Hohe des Dehnungsdruckes der
Venensegmente. Sie zeigten, daBl bei zunehmenden Dehnungsdruck groflere Endothelschiden
auftraten.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dafl es unzureichend ist, eine Konservierungslosung allein
aufgrund von morphologischen Kriterien zu beurteilen. So konnte auch Wagner {1992} bei
seinen Untersuchungen mit humanen Saphena Venen und tierischen Venen, die er 90 min
lang in einer Collins-Lésung oder im heparinisierten Vollblut aufbewahrte, keinerlei mor-
phologische Unterschiede feststellen. Die funktionelle Kapazitét des Endothels widerspiegelt
am ehesten die Vitalitit des Endothels wieder, zumal eine Acetylcholin induzierte NO- Frei-
setzung und folgend eine Vasodilatation nur bei vitalen Endothelzellen moglich ist. Ein vita-

les Endothel zeigt bei einer Implantation die beste Offenheitsrate {Zilla 1993}. Endothelschi-
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den mit funktionellen Defiziten fiihren spdter gehduft zu Intimahyperplasien und progredien-

ter Arteriosklerose {Zilla 1993}.

5.7 SCHLUSSFOLGERUNG

Die Daten weisen darauf hin, daB3 bei einer 48 stiindigen Konservierung von humanan Vena-
saphena-magna-Transplantaten in der UW-Belzer-Losung die endotheliale und glattmuskuldre
Funktion besser erhalten wird, als bei einer Konservierung in der HTK-Ldsung. Vor allem in
Bezug auf den a;-rezeptorabhéngigen Funktionsstatus der Venen zeigt die UW-Ldsung besse-
re Konservierungsergebnisse als die HTK-Ldsung. Die giinstige Konservierbarkeit des glatt-
muskulédren kontraktilen Apparates in der UW-Losung wird auch in den Studien von Santoli
(1994), Vischjager (1995/1997) und Mingoli (1995/1997) bestétigt. Hinsichtlich morphologi-
scher Endothelverdnderungen konnten zwischen den Losungen keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden. Morphologische Beobachtungen reichen allein aber nicht aus, um
die Vitalitdt des Endothels festzustellen. Hier eignen sich funktionelle Analysen besser.

Die Lagerung der Gefédftransplantate sollte nach unseren Untersuchungen in der UW-Belzer-
Losung erfolgen, da eine Biostabilitdt bis zu 48 h garantiert werden kann. Eine Konservierung

langer als 48 h ist in Anbetracht unserer Ergebnisse nicht zu empfehlen.



55

6. Zusammenfassung

Konservierung und Preservation vaskuldrer Transplantate (Tx) sind seit langem umstritten,
ebenso wie ein immunologicher Monitoring und eine Immuntherapie bei allogenen Geféflen
oft fiir nicht erforderlich gehalten wird. Auf der Grundlage humaner allogener Venen-
transplantationen (VTx) wurde diese Konservierungsstudie initiiert, mit der die Haltbarkeit
der zelluldren Vitalitdt und die funktionelle Leistungsfahigkeit isolierter VTx gepriift werden
soll.

Methoden:

27 humane Venensegmente (V. saphena magna) wurden nach Entnahme in UW- oder HTK-
Losung bei 4°C gelagert. Nach 3 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h erfolgte jeweils die Uberpriifung
der Funktionstiichtigkeit der Venensegmente. Hierzu wurden die GefdBle in eine Krebs-
Henseleit-Puffer gefiillten Organbadlosung verbracht und in einen Spannungsaufnehmer ge-
spannt. Die Kontraktionspriifung erfolgte mit KCl (80mM) und Phenylephrin (PE, 0.2, 2, 20
uM). Die endothelabhiingige Vasorelaxation wurde durch Zugabe von 1 pM Acetylcholin
(ACH) erfasst. Zur morphologischen Begutachtung der Venensegmente wurde die Raster-
Elektronen-Mikroskopie eingesetzt (625-bzw. 1025 fache Vergroferung).

Ergebnisse:

Eine endothelabhingige Vasorelaxation mittels ACH konnten wir in der UW-L6sung bis zu
48 h und in der HTK-L6sung bis zu 24 h nachweisen. Die KCI- induzierte Vasokontraktion
blieb nach 48 h in der UW-Ldsung um 7 % besser erhalten als die mit maximaler Phenyleph-
rin-Konzentration (20 uM) induzierte Vasokontraktion. Die UW-Losung zeigte bei der PE-
induzierten (0.2 uM) Vasokontraktion nach 48 h eine signifikante Uberlegenheit gegeniiber
der HTK-Lésung (p=0.006). Bedeutsam war auch die Uberlegenheit der UW-Venen gegen-
iiber den HTK-Venen bei der durch 2 pM PE induzierten Vasokontraktion. Die durch 2 uM

PE induzierte Kontraktionskraft blieb in der UW-L6sung nach 24 h zu 82 % und nach 48 h zu
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55 % erhalten (p=0.14). Bei Konservierung in der HTK-Lsung lagen diese Werte bei nur 75
% nach 24 h und 49 % nach 48 h. Bei der morphologischen Untersuchung konnte man bereits
nach 3 h Konservierung Endothelschidden feststellen, welche in beiden Losungen einen pro-
zentualen Verlust des urspriinglichen Endothelstatus um 19 % ausmachte. Im Laufe der Kon-
servierungszeit gab es zwischen den Losungen hinsichtlich der Morphologie keine signifi-
kanten Unterschiede. Nach 48 h Konservierung zeigten beide Losungen groflere Endothel-
schiden, die in der UW mit 69 % etwas besser ausfielen, als in der HTK (63 %). Abweichend
von der funktionellen Analyse des Endothels wurden iiber die gesamte Konservierungszeit
hinweg in beiden Losungen auf morphologischer Ebene teilweise noch erhaltenes Endothel
festgestellt.

SchluBifolgerung:

Die Daten weisen darauf hin, dall eine 48 h Konservierung von humanen Vena-saphena-
magna-Transplantaten in der UW-Ldsung die endotheliale und glattmuskuldre Funktion bes-
ser erhdlt als die Konservierung in HTK-Losung. Hinsichtlich morphologischer Endothelve-
rdnderungen konnten zwischen den Losungen keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Nach unseren Ergebnissen sind ausschlieBlich auf morphologischer Ebene erzielte
Beobachtungen fiir die Beurteilung einer Konservierungsldsung unzureichend. Nur eine

funktionelle Analyse 148t SchluBfolgerungen auf die Vitalitdt eines Venentransplantats zu.
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Abb. 11: Dargestellt ist schematisch ein Organbad mit eingehidngtem Gefélring zwischen zwei Triangeln. Das
Organbad war auf 37°C konstanter Temperatur eingestellt. Eine Carbogenflasche lieferte die dem In-vivo-
Zustand angepalite notwendige Gaskombination. Die Vasokontraktionen und Vasodilatationen wurden durch den
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Erhaltung endothelialer und glattmuskulirer Funktionen von humanen

Vena saphena magna Transplantaten.
Murat Bas

EINLEITUNG: Die Nutzung postmortaler Venen spielt in der allogenen Geféaftransplantation eine
grof3e Rolle. Wihrend die Antigenitét dieser Venen durch eine Immunsuppression adidquat behandelt
werden kann, ist deren optimale Preservation noch umstritten. Frithere Studien zeigten einen protekti-
ven Effekt niedrig dosierter NaCl-Losungen auf das vaskuldre Endothel. Diese Studien basierten je-
doch auf der Untersuchung von pH-Verdnderungen des Endothels. Die Preservation endothelialer
Funktionen, wie die NO abhédngige Vasorelaxation, induziert durch Acetylcholin, und die Wirkung
von Vasokonstriktoren waren bisher nicht untersucht worden. Vor diesem Hintergrund untersuchten
wir die endothelialen und glattmuskuldren Funktionen der humanen Vena-saphena-magna-
Transplantaten nach Preservation in der HTK-Losung (Histidin-Tryptophan-Ketogluterat) und in der
UW-Losung (University of Wisconsin).

METHODEN: 27 humane Venensegmente (V. saphena magna) wurden nach Entnahme in UW- oder
HTK-Losung bei 4°C gelagert. Nach 3 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h erfolgte jeweils die Uberpriifung
der Funktionstiichtigkeit der Venensegmente. Hierzu wurden die Gefdfle in eine mit Krebs-Henseleit-
Puffer gefiillte Organbadldsung verbracht und in einen Spannungsaufnehmer gespannt. Die Kontrakti-
onspriifung erfolgte mit KCI (80 mM) und Phenylephrin (PE, 0.2, 2, 20 uM). Die endothelabhéngige
Vasorelaxation (EDR) wurde durch Zugabe von 1 uM Acetylcholin (ACH) erfasst. Zur morphologi-
schen Begutachtung der Venensegmente wurde die Raster-Elektronen-Mikroskopie eingesetzt (625-
bzw. 1025 fache Vergréferung).

ERGEBNISSE: Nach 24 h Konservierung war die KCl-abhingige Vasokonstriktion der Venen zwi-
schen der HTK-L&sung (89 %, n=13) und der UW-L&sung (88 %, n=14) dhnlich. Nach 48 h zeigten
die UW-Venen eine deutlich bessere Vasokonstriktion (72 %) als die HTK-Venen (60 %), die jedoch
nicht signifikant war (p=0.08). Die UW-Lo6sung zeigte auch bei der Phenylephrin-induzierten Vaso-
konstriktion gegeniiber der HTK bessere Konservierungsergebnisse. Nach 48 h Konservierung waren
die 0.2 uM PE-induzierten Vasokonstriktionen in der UW (66 %) signifikant besser (p=0.028) als in
der HTK (58 %). Nach 96 h zeigten die UW-Venen noch 19 % Vasokonstriktion gegeniiber nur 2 % in
der HTK (p=0.006). Ahnliche Ergebnisse, die jedoch nicht signifikant waren, wurden auch bei der 2
uM PE-induzierten Vasokonstriktion erzielt. Die durch 2 pM PE induzierte Kontraktionskraft blieb in
der UW-L6sung nach 24 h zu 82 % und nach 48 h zu 55 % erhalten. Bei Konservierung in der HTK-
Losung lagen diese Werte bei nur 75 % nach 24 h und 49 % nach 48 h. (p=0.379). Nach 96 h zeigten
die UW-Venen bei 2 uM PE noch 28 % Vasokonstriktion gegeniiber 19 % in der HTK (P=0.14). Bei
der maximalen Phenylephrin-induzierten Vasokonstriktion mit 20 uM PE gab es zwischen beiden
Losungen im Laufe der Konservierungszeit keinerlei signifikante oder bedeutsame Unterschiede
(p=0.6). Eine endothelabhingige Vasorelaxation mittels ACH konnten wir in der UW-L&sung bis zu
48 h und in der HTK-L6sung bis zu 24 h nachweisen. Bei der morphologischen Untersuchung konnte
man bereits nach 3 h Konservierung Endothelschidden feststellen, welche in beiden Losungen einen
prozentualen Verlust der urspriinglichen Endothelschicht um 19 % ausmachte. Wéahrend der Konser-
vierungszeit zeigten beide Losungen einen signifikanten Verlust des Endothels (p<0.0001). Zwischen
den Losungen gab es jedoch hinsichtlich der Morphologie keine signifikanten Unterschiede. Nach 48
h Konservierung zeigten beide Losungen vergleichbar grole Endothelschdden (UW 69 % Resten-
dothel, HTK 63 %).

SCHLUSSFOLGERUNG: Die Daten weisen darauf hin, da3 eine 48 h Konservierung von humanen
Vena-saphena-magna-Transplantaten in der UW-L&sung die endotheliale und glattmuskuldre Funktion
besser erhilt als die Konservierung in HTK-Losung. Hinsichtlich morphologischer Endothelverdnde-
rungen konnten zwischen den Losungen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Nach
unseren Ergebnissen sind ausschlieBlich auf morphologischer Ebene erzielte Beobachtungen fiir die
Beurteilung einer Konservierungslosung unzureichend. Nur eine funktionelle Analyse 1483t SchluBfol-
gerungen auf die Vitalitdt eines Venentransplantats zu.
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