Aus der Klinik fur Geféalichirurgie und Nierentransplantation
der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf

Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. W. Sandmann

Konservierung und Preservation vendserAllotransplantate

mit Eigenblut und Ringer-Laktat-L0sung

Experimentelle Studie an humanem Venenmaterial

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
vorgelegt
Der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf

von
Muharrem Saklak
2004



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der
Heinrich Heine Universitat Dusseldorf

Gez.:
Univ. Prof. Dr. Wolfgang H. M. Raab
Dekan

Referent:
Univ. Prof. Dr. Dr. B. Luther

Korreferent:
Priv. Dozent Dr. U. Sunderdiek



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG

2 FRAGESTELLUNG

3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Funktionelle Studie an konservierten humanen Vv. saphenae magnae
3.1.1 Préparation der isolierten Venensegmente
3.1.2 Untersuchung der vaskuldren Reaktivitét isolierter Venensegmente
3.1.2.1 Substanzen und Ldsungen
3.1.2.2 Versuchsapparatur
3.1.2.3 Versuchsprotokoll
3.1.2.4 Agquilibrierungsphase
3.1.2.5 Rezeptorunabhéngige Kontraktion
3.1.2.6 Rezeptorvermittelte Kontraktion
3.1.2.7 Endothelabhédngige Dilatation
3.2 Morphologische Studie an konservierten humanen Vv. saphenae magnae
3.2.1 Fixation
3.2.2  Prdaparation zur Rasterelektronenmikroskopie (REM)
3.2.3  Untersuchung des Endothelstatus isolierter Venensegmente

3.3 Berechnungsverfahren und Statistik

4 ERGEBNISSE
4.1 Funktionsteste
411 Rezeptorunabhéangige Vasokontraktion
41.2 Rezeptorabhangige Vasokontraktion
4.1.3 Endothelabh&ngige Relaxation
4.2 Morphologische Analyse

4.3 Zusammenfassung

© oo o1 o b~ b~ b

10
10
11
12
13
13
14
15
15

16
16
16
21
28
30
39



5 DISKUSSION

5.1 Klinische Bedeutung von allogenen Venentransplantaten

5.2 Die klinische Bedeutung der immunologischen AbstoRungsreaktion
5.3 Die klinische Bedeutung des Endothels

5.4 Rezeptorunabhéangig induzierte Vasokontraktion

5.5 Rezeptorabhangige Vasokontraktion

5.6 Endothelabhdngige Vasorelaxation (EDR)

5.7 Morphologischer Endothelstatus

5.8 Verwendung anderer Konservierungslésungen

5.9 Blick in die Zukunft

6 ZUSAMMENFASSUNG

7 LITERATURVERZEICHNIS

40
40
41
43
45
46
48
49
51
53

55

57



Verzeichnis besonderer Abktrzungen

ACE
ACH
ATP
c-GMP
CR
DNA
EDR
EDRF
HTK
KCI
KG
KWK
mN
NAD
NO
PE
PTFE
REM
SEM
TEA
UW - Lésung
VSM

Angiotensin Converting Enzyme
Acetylcholin

Adenosin-5'-triphosphat

Cyklisches Guanosin-5'-monophosphat
Chronical rejection
Desoxyribonukleinséure
Endothelabhangige Vasorelaxation
Endothelium-Derived Relaxing Factor
Histidine-Tryptophane-Ketoglutarate
Kaliumchlorid

Korpergewicht
Konzentrations-Wirkungs-Kurve

milli Newton
Nikotinamidadenindinukleotid
Stickstoffmonoxid

Phenylephrin

Polytetrafluorethylene
Rasterelektronenmikroskop
Standardfehler des Mittelwertes

Thrombendarteriektomie

University of Wisconsin Losung nach BELZER

Vena saphena magna



Einleitung

1 Einleitung

Am Anfang des experimentellen GefalRersatzes standen bald Venentransplantate
[Carrel, 1908]. Seitdem Jean Kunlin 1948 den autologen Venenbypass in die
klinische Chirurgie eingefiihrt hatte, wurde diese Methode in der ganzen Welt
aufgegriffen, propagiert und modifiziert [Staudacher, 1973]. Korpereigene Venen
haben sich bis heute als klinisch erfolgreichstes Rekonstruktionsmaterial etabliert
[Anders, 1978, Ochsner, 1984, Suchny, 1997, Luther, 2002].

Dennoch ist die autologe Vena saphena magna (VSM) laut Studien in 12% bis 25%
der Falle ungeeignet [Lamm, 2001]. Um die Extremitét zu erhalten, muf} manchmal
auf allogene Venen zuruickgegriffen werden [Kniemeyer, 1998]. Obwohl an dieser
Gewebetransplantation seit nahezu 50 Jahren klinisch gearbeitet wird, hat sich erst
kirzlich die Erkenntnis durchgesetzt, daf auch eine allogene Vene eine relevante und
unbedingt behandlungsbedurftige Antigenitat besitzt.

Mit der Einleitung einer adaquaten Immunsuppression haben sich die Transplan-
tationsergebnisse verbessert und erreichen jetzt eine langere Offenheitsrate von bis
zu 80 % nach einem Jahr. Nach Abzug nicht transplantationsimmanenter Probleme
liegt der Anteil von rejektionsfreien, also erfolgreichen Venentransplantationen, bei
uns (Universitat Dusseldorf) nach 12 Monaten sogar bei 92,9 % der Félle.

Damit unterscheidet sich das Verfahren kaum mehr von autologen Venentransplan-
tationen und kann klinisch bei Fehlen eigener gesunder Venen empfohlen werden
[Luther, 2004].

Eine bisher ungenugend beantwortete Frage war die Konservierung und Preservation
der allogenen Venen. In einer von Langhammer 1987 (Universitat Dusseldorf)
durchgefuhrten  Studie konnte nachgewiesen werden, dalR aufler autologem
arteriellen Blut nur Konservierungslosungen mit niedriegem Gehalt an Natriumionen
einen befriedigenden Erhaltungszustand gewéhrleisten. Die Methodik dieser Arbeit
beschrénkte sich aber auf die pH-Wertmessung des Endothels als Ausdruck von
vitalen Stoffwechselvorgangen und einer histomorphologischen Analyse.

Bereits in den 80er Jahren wurden Versuche unternommen, durch Kryopréservierung

von Spendervenen die Liicke bei dem zusétzlich erforderlichen Bypassmaterial zu
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schlielen. Die Ergebnisse dieser Versuche konnten die Erwartungen nicht erfllen,
waren doch nach kurzer Zeit die meisten dieser Prothesen wieder verschlossen.

In einer von Boeken 1993 (Universitat Disseldorf) durchgefuhrten Studie kam es in
50 % der Falle zu Bypassverschlussen und zu vielféltigen histopathologischen
Verénderungen der Venensegmente wie kompletter Intimaablosungen, fibrotischer
Umwandlung und AbstoRungsreaktionen [Boeken, 1993].

Die im Rahmen der Kryokonservierung auftretenden Schwierigkeiten fiihrten in
Kombination mit dem aufwendigen technischen Verfahren und den nur teilweise
zufriedenstellenden Langzeitergebnissen zur Entwicklung alternativer Préser-

vierungstechniken und zur erneuten Evaluierung allogener vaskularer Transplantate.
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2 Fragestellung

Die Verwendung postmortaler Venenpréparate spielt eine wichtige Rolle bei
allogenen Geféftransplantationen. Wéhrend heute die antigenen Eigenschaften der
Transplantate mit immunsuppressiven Methoden besser beherrschbar geworden sind,
ist ihre optimale Konservierung noch Gegenstand der Forschung.

Ziel der hier vorgelegten Dissertation war die Klarung des optimalen
Erhaltungszustandes und damit des gunstigsten Transplantationszeitpunktes fur das
allogene Venentransplantat. Hierzu wurden unterschiedliche Konservierungsmedien
(Autologes Blut, Ringer-Laktat-Ldsung), die Lagerung des Transplantats sowie seine
gunstige Vorbehandlung (intraluminale Flussigkeitsauffillung, Seitenastligaturen)
geprift. In einem anderen Teil dieser Studie wurde die Wirkung der

Konservierungsmedien UW-Belzer und HTK Brettschneider untersucht [Bas, 2002].

Methodisch ergaben sich im Rahmen der experimentellen Studie folgende
Fragestellungen:

1. Beeinflusst die  chemische = Zusammensetzung  der  gewahlten
Konservierungslosung den Erhaltungszustand des Gefal3transplantates?

2. Andert sich die Vitalitit des GefaRendothels in Abhangigkeit von der
verwendeten Konservierungsldsung?

3. Wie verhalt sich die endothelabhéngige Vasorelaxation und Vasokonstriktion
im zeitlichen Verlauf der Lagerung?

4. Wie ist der histomorphologische Gefél3status nach Lagerung in der jeweiligen

Konservierungslosung in den verschiedenen Zeitintervallen?



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Funktionelle Studie an humanen Venae saphenae magnae

3.1.1 Praparation der isolierten VSM-Segmente

Zur Préparation der isolierten humanen VSM wurden Restvenen, die im Rahmen
kardiovaskularer Operationen (brig blieben, verwandt. Eine Differenzierung der
Venen nach Erkrankung des Spenders wurde nicht vorgenommen. Es konnte
lediglich ein Diabetes mellitus ausgeschlossen werden.

Die Vena saphena magna wurde intraoperativ. vom Chirurgen vorsichtig aus dem
Bein des Patienten in einem Stuck von kaudal nach kranial herausprépariert. Dabei
wurden die Abzweigungen (Venae perforantes) abgeschnitten und ligiert.
AnschlieRend wurden die Venen in isotoner Kochsalzlosung (NaCl)
zwischengelagert und vor dem Einsatz mit isotoner NaCl —L6sung durchspilt, um
eventuell vorhandene Perforationen auszuschliessen.

Nach erfolgreicher koronarer Bypass-Operation wurde die tbrig gebliebene Restvene
(i.d.R. 2-7 cm lange Segmente) in einen Plastikbehélter, der 35 ml
Konservierungslosung enthielt und bei 4-8° Celsius unter Lichtprotektion
gehandhabt wurde, umgelagert. Der Behélter wurde verschlossen und zum Labor fur
klinische Pharmakologie gebracht, wo dann die Funktionsuberprufung nach
entsprechender Konservierungdauer von 3h, 24h, 48h, 72h sowie 96h an geeigneten
Messapparaturen vorgenommen wurde. Die Lagerung der VSM-Segmente Uber das
zu untersuchende Zeitintervall erfolgte im Labor bei 4-8° C in der entsprechenden
Konservierungslosung (autologes Blut bzw. Ringer-Losung). Zur Messung wurden
die Venensegmente in tdglich frisch angesetzter, modifizierter Krebs-Henseleit-
Ldsung inkubiert.

Um noch zusétzlich den Endothelstatus histomorphologisch tberprifen zu kénnen,
wurde ein Teil des entsprechenden Venensegmentes in Glutaraldehyd fixiert und
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nach Zwischenlagerung im Pathologischen Institut der Heinrich Heine Universitét

geblindet, elektronenmikroskopisch begutachtet.

Um eine Funktionsuberpriufung vornehmen zu konnen, wurde die Restvene zunéchst
sorgféltig aus dem Plastikbehélter entnommen und in eine Petrischale, die die
entsprechende  Konservierungslosung enthielt, hineingegeben. In der Petrischale
wurde mit einer Schere und einer feinen Pinzette ein 3-4 mm langes Stiick der Rest-
vene abgetrennt. Dieses Venensegment wurde vorsichtig in eine ebenfalls daftr
vorbereitete Petrischale hineingegeben, die 10-15 ml der bekannten Krebs-Henseleit-
Pufferlésung enthielt. Hier wurde unter Feinpraparation die Vene vom umgebenden
Fettgewebe gel6st, damit die Funktionsuberprifung an geeigneten Mel3apparaturen
vorgenommen werden konnte.

Diese Praparation wurde bei jedem neuen Venensegment sowie zu jedem
MeRzeitpunkt wiederholt.

Nach erfolgter Préparation wurde das jeweilige restliche Venensegment
gekennzeichnet und im Kuhlschrank bei 4-8° C unter Lichtprotektion aufbewahrt.
Wahrend der gesamten Préparationszeit wurde zum Schutz des endothelialen Zell-
Gewebes mechanischer Stre durch Dehnen, Knicken oder Zusammendriicken des
Venensegmentes vermieden und darauf geachtet, dass das Gewebe zu jeder Zeit
vollstandig von frischem Krebs-Henseleit-Puffer umspult war.

3.1.2 Untersuchung der vaskularen Reaktivitéat

isolierter Venensegmente

3.1.2.1 Substanzen und Ldsungen

Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) : Der hier verwendete wurde modifiziert und in

folgender Zusammensetzung angewandt :
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Na* 143,07 mmol/l
K* 5,87 mmol/l
ca”™* 1,60 mmol/l
Mg®* 1,18 mmol/l
CI 125,96 mmol/I
HCOs. 25,00 mmol/l
H,PO4. 1,18 mmol/l
SO, 1,18 mmol/l
Glucose 5,05 mmol/l

Vor jedem Versuch wurde die Pufferlésung frisch angesetzt. Dazu erfolgte zu-
nachst die Herstellung von 4 konzentrierten Stammldsungen:

KH2PO4 0,235 mol/l
KCI 0,939 mol/l
MgSO, e 7 H20 0,235 mol/l
CaCl, 0,320 mol/l

Fur die Herstellung der benétigten 1 Liter Pufferlosung pro Versuchstag

wurden folgende Substanzen eingewogen :

NaCl 6,9 ¢
NaHCO3 2149
Glucose 119

Nach Zugabe von 5,0 ml jeder Stammldsung erfolgte die Verdiunnung auf genau
1000 ml unter Zuhilfenahme eines MeRkolbens. AnschlieBend wurde 10 pM
Indometacin (5,36 mg) eingewogen. Diesem wurde 1500 pl Ethanol zugegeben.
Nach Durchmischung wurde dieses der Pufferlosung beigemischt. Bei Raum-
temperatur wurde der Puffer mit Hilfe eines Digital- pH - Meters (Knick) auf einen

Sollwert zwischen pH 7,35 — 7,45 eingestellt.
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Folgend sind die Zusammensetzungen der Konservierungslosungen Ringer und
Eigenblut dargestellt:

Konservierungsldsung:

Ringer B|Braun

Na 147,20 mmol/I
K* 4,02 mmol/l
Ca”™* 2,24 mmol/l
Cl- 155,70 mmol/I

Autologes Eigenblut:

Na 135-147 mmol/l
K* 4-48 mmol/l
Ca”™* 2,1-2,8 mmol/l
Cl- 98 — 107 mmol/I

Zusétze zur extrakorporalen Zirkulation:

Als Fillungsvolumen: 7500 IE Liquemin
100 — 200 ml Mannit ( 15%ig)
2 — 2,5 | Jonosteril

Intraoperativ: 3mg/kg/KG Heparin



Material und Methoden

3.1.2.2 Versuchsapparatur

Die zur Untersuchung der VSM-Segmente benutzte Apparatur bestand aus 4 ein-
zelnen Organbad - Mel3stationen (s. Abb. 1), deren Kernstiick ein doppelwandiger,
25ml fassender Glaskolben war. Der in diese Zellen eingefillte Krebs-Hensleit-
Puffer wurde durch Glasfritten mit Carbogengas (Gemisch aus 95% Sauerstoff und
5% Kohlendioxid) versorgt und durch eine temperierbare Wasserversorgung der
Doppelwénde mittels Umlaufthermostat / Wasserbad Kombination auf 37°C
gehalten.

Ein gleichkonstruierter Zylinder mit einem Fassungsvolumen von 2000ml diente als
Reservoir fir frischen, auf 37° C vorgewarmten Puffer.

Die préparierten 3-4mm langen VSM-Ringe wurden vorsichtig ohne Beruhrung der
Innenflache auf 2 Edelstahlelemente aufgezogen und so fixiert, daR das untere an
einem Haken einer Haltestange, und das obere Element (ber einen feuchtstabilen
Polyesterfaden direkt mit einem isometrischen Druckabnehmer (Statham, USA)
verbunden war.

Die dort registrierten Signale des Gefal3tonus wurden tber einen Verstarker
(Institutseigenbau, Herr Dipl-Ing. J. Springer) auf einem digitalen Punktdrucker
(LPD12, Linseis, Selb) registriert.

Das verwendete Instrumentarium bestand aus mehreren Scheren, Federscheren,
Pinzetten, Pippetten, einem Skallpell, mehreren Petrischalen, Spritzen mit Kanilen
sowie Korkplatten (zum Fixieren der Venensegmente in Glutaraldehyd). Weiterhin
wurden allgemeine Einrichtungen des Labors wie Waagen, pH-Meter, die
Destillieranlage sowie Kuhlschrank verwendet. Zum Einhangen der Gefalringe ins
Organbad wurden triangelférmige Haken aus Edelstahl (10-7-10 mm) benutzt. Die
Verbindung zwischen Haken und Spannungsabnehmer wurde mittels eines Fadens

(Synthofil® grin, Braun, Melsungen) hergestellt.
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Registrierung

isometrischer
Druckabnehmer

physiologische
Pufferldsung

Venensegment

Carbogenbegasung
Umlaufthermostat

Abb. 1: Aufbau einer Organbadapparatur mit eingespanntem Venensegment.
Die Messung der Gefalispannung erfolgte isometrisch (Spannungsentwick-
lung ohne merkliche Veranderung der Muskellange).

3.1.2.3 Versuchsprotokoll

Die Organbadapparatur wurde vor jedem Versuch neu aquilibriert, damit die
Standardisierung der einzelnen Versuche gewahrleistet war. Dazu erfolgte nach dem
Spannungsabgleich (Nullwerteinstellung) der 4 Mel3kanéle eine Kalibrierung des

MeRsystems. Durch Belastung des Spannungsmessers mit Kontrollgewichten von
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genau 1,0 g wurde das MeRsystem voreingestellt, wobei die Spannung einem
Schreibausschlag von 1 cm entsprach.

Dieser Arbeitsschritt ermdglichte eine spétere Bestimmung der Kraftentwicklung in
Gramm bzw. Newton. Nach einem erneuten Spannungsabgleich wurden die
Eichgewichte entfernt und die VSM-Ringe eingespannt. Durch Anspannung des
Fadens bis zur Nullwerteinstellung des Schreibers war dann die Ruhespannung der
VSM-Ringe auf 1g eingestellt, ein Gewicht, welches in den Vorversuchen gute
reproduzierbare Kontraktionen lieferte. Es wurde dabei insbesondere darauf geachtet,
dass die auf 2 Triangeln aufgespannten VSM-Segmente unter grofitmoglicher
Schonung der Intima aufgezogen wurden und ohne mechanische Behinderung frei
beweglich waren. Die Venensegmente blieben tber den gesamten Versuchsablauf in
den konstant auf 37° C temperierten, mit Krebs-Henseleit-Puffer gefillten und mit

Carbogen begasten Organbadern.

3.1.2.4 Agquilibrierungsphase

In der Aquilibrierungsphase wurden die VSM-Ringe fir ca. 30 min. bis zur
Stabilisierung eines Ruhetonus unter der eingestellten VVorspannung belassen. Die
Pufferlésung wurde in Intervallen von 10 min. gegen frischen, begasten und
vorgewarmten Puffer ausgetauscht. Dabei musste nach jedem Waschvorgang die
Einstellung des Nullwertes neu vorgenommen werden.

Die Organbader wurden mittels Aspiration des Puffers durch ein Metallrohr
(ca. 2 mm Lumen), auf das ein Vakuum gelegt war, entleert. Anschliefend konnte mit
einer Messpipette frischer, begaster, und vorgewarmter Puffer Gberfuhrt werden.

Der Waschvorgang wurde ziigig durchgefihrt. Dieses erfolgte ohne Beriihrung der

eingespannten Gefalstlicke.

3.1.2.5 Rezeptorunabhangige Kontraktion

Zur Uberpriifung der Funktionalitat der GefaRabschnitte erfolgte initial zu Beginn

eines Versuches die Uberpriifung des Kontraktionsverhaltens (Abb. 2).

10
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Durch Zugabe von Kaliumchlorid in einer Einzeldosis von 80 mM wurde das
Kontraktionsverhalten nach Depolarisation ermittelt. Im Anschluf® daran wurde wie in
den spéteren Untersuchungen, zun&chst eine Auswaschung des Organbades sowie
eine Aquilibrierungsphase vorgenommen. Dieser Kontraktionstest wurde zu den
verschiedenen MeRzeitpunkten von 3h, 24h, 48h, 72h, sowie 96h mit der gleichen
Restvene wiederholt.

Venensegmente, die trotz Wiederholung nicht auf rezeptorunabhéngige Kontraktion

reagierten, wurden verworfen und aus der Wertung ausgeschlossen.

3.1.2.6 Rezeptorvermittelte Kontraktion

Zur Kontrolle der oy-rezeptorvermittelten Kontraktion wurde mit wechselnden und
steigenden Dosen von Phenylephrin (PE) stimuliert.

Als Initialdosis wurde 0,2uM PE verabreicht. Anschlielend erfolgte eine Steigerung
auf 2uM P sowie 20uM PE.

Nach maximaler Konzentrations-Wirkungs-Kurve der jeweiligen Dosis wurde das
Organbad aspiriert, ausgewaschen und mit frischem Puffer versetzt. Es folgte eine
Aquilibrierungsphase von 10 min. Dieser Kontraktionstest wurde mit der gleichen

Restvene zu verschiedenen MeRzeitpunkten wiederholt.

11
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. Puffertauschung
Aquilibrierungsphase alle 20 min.
Total 60 min.
I . KCI
rezeptorunab_hanglger Eirzeldosis 80mM
Vasokontraktionstest auswaschen
. Phenlyephrin
Vasokontraktion Einzeldosis 0,2uM
auswaschen
Acetylcholin
EDR Einzeldosis10™° M
auswaschen
. Phenylephrin
Vasokontraktion Einzeldosis 2uM
auswaschen
. Phenylephrin
Vasokontraktion Einzeldosis 20uM
auswaschen
; ; zum Schlufd in Langsrichtung aufschneiden
(Ei)iérae:[]lgrrlie morpho- auf Korkplatte mit Metallstiften an den Ecken
logische Untersuchung) befestigen und in Glutaraldehyd fixieren

Abb. 2: Schematisches Versuchsprotokoll der Organbadversuche mit
Konzentrationsangaben der erstellten Konzentrations-Wirkungs-Kurven
(KWK).

3.1.2.7 Endothelabhangige Dilatation (EDR)

Nach einer Vorkontraktion durch Gabe von 0,2uM Phenylephrin sollte das
Endothelverhalten anhand einer Wirkungskurve durch einmalige Gabe von 10 M
Acetylcholin (ACH) bestimmt werden (Abb. 2).

12
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Das Ausmall der endothelabhdngigen Relaxation (EDR) ist abhéngig von der
Intaktheit des GefaRendothels.

Dadurch kdnnen quantitative Aussagen Uber eine Funktionsveranderung des
Endothels gemacht werden. Nach maximaler Wirkungskurve wurde das Organbad
aspiriert, ausgewaschen und mit frischem Puffer versetzt, wonach auch eine neue

Aquilibrierungsphase erfolgte.

3.2.  Morhologische Studie an humanen Venae saphena magnae

3.2.1 Fixation

Das tiefgefrorene, 2,5 %ige Glutaraldehyd, das sich in einem verschlossenen 10 ml
Behalter befand, wurde bei Raumtemperatur aufgetaut.

Wahrend dieser Zeit wurde das Venensegment, welches zuvor aus dem Organbad
herausgenommen wurde, in einer mit 50 ml Krebs-Henseleit Puffer gefillten
Petrischale fir die Fixation vorbereitet. Das Lumen des Venenstuckes wurde
sorgféltig mit einer feinen Schere in L&ngsschnittrichtung er6ffnet und auf einer
Korkplatte vorsichtig an zwei Ecken mit Hilfe kleiner Metallstifte fixiert. Dabei war
es insbesondere wichtig, iatrogene Endothelverletzungen zu vermeiden.

Diese auf Korkplatten (1,5 x 1,5 cm) gespannten Venenstiicke wurden umgehend in
die mit Glutaraldehyd gefullten Glasbehélter hineingegeben und gekennzeichnet, um
sie dann bei 4-8° C im Kuhlschrank zu lagern.

Die fixierten und gekennzeichneten VSM-Stiicke wurden zum Pathologischen
Institut der Heinrich Heine Universitat gebracht. Dort wurden sie in einem Kuhlhaus
gelagert, bis alle VSM-Stiicke zur vollstdndigen histologischen Untersuchung und

Begutachtung mittels Rasterelektronenmikroskop (REM) vorlagen.

13
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3.2.2 Préaparation fur das Rasterelektronenmikroskop (REM)

Die Préperation wurde durch eine medizisch technische Assistentin des patho-
logischen Instituts der Heinrich-Heine Universitat zu Disseldorf durchgefiihrt.

Dabei wurden folgende Arbeitsschritte getatigt:

e Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd (0,1 M Cacodylatpuffer)
e Spllen in Cacodylatspullosung (2 x 15 min.)
¢ Nachfixierung in 1%igem Osmium (2h)
e Spllen in Cacodylatspillésung (2 x 15 min.)
¢ Jeweils flr eine Stunde in 50, 60, 70, 80, 90%igem und
absolutem Alkohol spiilen
e Jeweils flir 15 min. in 25, 50, 75%igem Aceton/Alkoholgemisch spiilen
o 3mal fir jeweils 15 min. in absolutem Aceton spiilen
o Critical-Point-Trocknung durchfihren
e Proben auf Probenhalter mit Leitsilber aufkleben

e Sputtercoating durchfuhren ( =Goldbedampfung )

Ansatze:

0,2 M Cacodylatpuffer

auf 2000 ml A.d. kommen 8,5622 g Cacodylatsdure-Natriumsalz

(C2HsAsNaOH x 3H,0) pH mit 1N HCI auf 7,4 einstellen

Cacodylatspulpuffer

0,2 M Cacodylatpuffer 1:1 mit A.d. verdinnen und pro 100 ml Spillésung 7,53 g

Saccharose zugeben

1%iges Osmium
1 g OsO4 auf 100 ml 0,1 M Cacodylatpuffer (ohne Saccharosezusatz )

14
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3.2.3 Untersuchung des Endothelstatus isolierter Venensegmente

Nach entsprechender Vorbehandlung und Préperation wurden aus den
Gefasegmenten - mittels eines Mikrotoms - feine Gewebsschnitte hergestellt.
Diese wurden auf einen Objekttrager Ubertragen, anschlieBend mit einem
Rasterelektronenmikroskop begutachtet und photographiert. Dadurch konnten
Gefalwande sowie Endothelstatus beurteilt werden.

Die mikroskopische Untersuchung und Begutachtung erfolgte im Institut fir
Pathologie, Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf, nach den Kriterien einer
Blindstudie: Die histopathologische Untersuchung wurde ohne Kenntnis des
Lagerungsmediums des zu beurteilenden Préparates durchgefthrt.

Dabei wurden folgende Begutachtungskriterien festgesetzt :

e kein Endothel erkennbar
¢ vereinzelt Endothel vorhanden
e Endothel groRRflachig vorhanden

¢ Endothel vollstéandig erhalten

3.3 Berechnungsverfahren und Statistik

Die Ergebnisse der Messungen der rezeptorvermittelten sowie der rezeptor-
unabh&ngigen Vasokontraktion sind angegeben als arithmetischer Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der durchgefiihrten Versuche,
die den Mittelwerten zugrunde liegen, ist mit n bezeichnet.

Alle Daten wurden durch eine Varianzanalyse (Two Way Anova) auf signifikante
Unterscheidung getestet, wobei als VVoraussetzung fiir einen statistisch abgesicherten
Unterschied ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt wurde. Alle statistischen

Analysen wurden EDV gestitzt durchgefihrt.

15



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Funktionsteste

Wir haben in der vorliegenden Studie von insgesamt 43 Vena saphena magna-
Préparaten 25 geeignete Venen konserviert und untersucht. In Ringer-Laktat-Ldsung
wurden 12 Venen und in Eigenblut aus der Herz-Lungen-Maschine wurden 13

Venen konserviert.

4.1.1 Rezeptorunabhangige Vasokontraktion

Von den 17 in Ringer gelagerten Restvenen gingen n = 12 in die Auswertung ein.
Die funf restlichen Venensegmente reagierten weder initial auf rezeptorunabhéngige
Kontraktion mit 80 mM KCI, noch bei einem Kontrollversuch und wurden

definitionsgemal verworfen.

Tab. 1: Rezeptorunabhangige Kontraktion durch KCI fur Ringer-Lésung

Lagerung [h] Gefalspannung [MN] mit £SEM n
3 34,6211 +4,2737 12
24 23,0535 +3,8650 12
48 17,8052 +3,1898 12
72 7,8034 +0,9931 11
96 2,8449 +0,4557 11

Rezeptorunabhangig induzierte Kontraktion durch 80 mM KCI.

Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Vasokontraktion [mN] der
Gefaldringe, die in Ringer-Losung Uber Mel3zeitpunkte [h] gelagert wurden.
n gibt die Anzahl der untersuchten Gefal3ringe an.
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Abb. 3: Rezeptorunabhéngig induzierte Kontraktion durch 80 mM KCI.
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Vasokontraktion [in %] der
Gefalringe, die in Ringer-Lésung Uber MelRzeitpunkte [h] gelagert wurden.

Tab. 2: Rezeptorunabhangige Kontraktion durch KCI fur Eigenblut

Lagerung [h] GeféaBspannung [mMN] mit +SEM n
3 35,3840 17,3632 13
24 31,3920 +4,6092 12
48 29,1030 +4,9938 12
72 25,9961 15,0243 12
96 22,1166 +4,5906 11

Rezeptorunabhangig induzierte Kontraktion durch 80 mM KCI.

Dargestellt sind die Mittelwerte (# SEM) der Vasokontraktion [mN] der
Gefaliringe, die im autologen Blut Uber Mel3zeitpunkte [h] gelagert wurden.
n gibt die Anzahl der untersuchten Gefal3ringe an.
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Abb. 4. Rezeptorunabhangig induzierte Kontraktion durch 80 mM KCI.
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Vasokontraktion [in %], die im
autologen Blut tber Mel3zeitpunkte [h] gelagert wurden.

Die Daten aus Tab. 1 (Ringer-Lésung) sowie Tab.2 (Autologes Blut) zeigen , daR die
rezeptorunabhéngig induzierte Vasokontraktion initial vergleichbar war. Nach 72h
nahm die Vasokontraktion in Ringer- Losung signifikant ab, wéahrend sich im
Eigenblut die kontraktile Antwort auf KCI nicht signifikant verringerte. Dieses
Ergebnis ist in den Dosis-Wirkungs-Kurven der Abb. 3 (Ringer-Lésung) und Abb. 4
(Autologes Blut) dargestellt.

Nach 96 h sank die kontraktile Antwort auf 8,22 £16,10 % signifikant bei den Venen
in Ringer ab, und auf 62,45 + 20,79 % bei den Eigenblut-Venen (p<0,0001).

Die im autologen Blut gelagerten Restvenen zeigten insbesondere signifikante
Kontraktionsunterschiede ab dem 3. sowie 4. Konservierungstag im direkten
Vergleich zu den Venensegmenten, die in Ringer-Losung gelagert wurden.

Die Venen reagierten auf KCI-Zugabe mit einer verstarkten Kontraktionsantwort bei

vergleichbarer n-Zahl.

Bei einer direkten Gegeniiberstellung der Konservierungsmedien Ringer-Laktat
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und autologes Blut ergab sich ein signifikanter Unterschied beider
Konservierungslosungen im Hinblick auf den Erhaltungszustand der GefaRspannung
- trotz ahnlicher Initialkontraktionen. Nach einer statistischen Analyse mittels Two-
Way-Anova konnte festgestellt werden, dass sowohl die Konservierungsldsung
(P<0,0014), als auch die GefaRspannung hinsichtlich der Konservierungszeit
(P<0,0001) sich signifikant unterscheiden. In Eigenblut lieR sich im Vergleich zu
Ringer-Losung selbst nach 96 h eine fast 5-fach hdhere, rezeptorunabhéngige

Kontraktion nachweisen (Tab. 3).

Tab. 3: Rezeptorunabhangige Kontraktion: Ringer-Losung vs. Eigenblut

RINGER EIGENBLUT

Lagerungs- | GefaRspannung n | Gefallspannung n
zeit [h] [mN] [mN]

3 34,6211  +4,2737 12 35,3840  +7,3632 | 13

24 23,0535  £3,8650 12 31,3920  +4,6092 | 12

48 17,8052  +3,1898 12 29,1030  +4,9938 | 12

72 7,8034  +0,9931 11 25,9961  +5,0243 | 12

96 2,8449  +0,4557 11 22,1166  +4,5906 | 11

Rezeptorunabhangig induzierte Kontraktion durch 80 mM KCI. Dargestellt
sind die Mittelwerte (= SEM) der Vasokontraktion [mN] der Gefal3ringe, die
im autologen Blut und in Ringer-Losung Uber Mefl3zeitpunkte [h] gelagert
wurden.

Die initial durch KCI ( 80mM ) ausgel6ste Vasokontraktion in mN war zwischen
Eigenblut ( 35,3840 £7,3632 mN, n=13 ) und Ringer-L6sung ( 34,6211 +4,2737 mN,
n=12) vergleichbar.

Nach 72h nahm die Vasokontraktion in der Ringer-Lésung (7,80 £0,99 mN, n=11)

gegenuber Eigenblut hinsichtlich der Lagerungszeitsignifikant ab, wéahrend sich im
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Eigenblut (25,99 + 5,02 mN, P=0,0001, n=12 die kontraktile Antwort auf KCI nicht
signifikant verringerte (73,41 + 20,02 %, n=12 ). Die kontraktile Antwort im
Intervall nach 96 h der Venen in Ringer-Ldsung sank in der Varianzanalyse von
Ringer-Losung zu autologem Blut gegenuber diesem signifikant ab ( p < 0,0001 ). In
Prozent betrugen die Zahlen fir die Venen in der Ringer-Losung 22,54 %
respektive 73,41 % fir die Venen in autologem Blut. Uber die gesammte
Konservierungszeit hinweg blieb die kontraktile Antwort der in Eigenblut gelagerten

Venen deutlich tiber der Antwort der in Ringer-L6sung gelagerten Venen.

80 mM KCI
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Abb. 5: Abbildung stellt rezeptorunabhangig induzierte Kontraktionen durch
80 mM KCI dar, wobei die GefaRspannung der ersten 3 Stunden mit 100%
festgelegt wurden. Berucksichtigt sind die Mittelwerte (+# SEM) der
Vasokontraktionen in [%] der Gefal3ringe, die im autologen Blut und in
Ringer-Losung Uber Mel3zeitpunkte [h] gelagert wurden.

In der Varianzananalyse (ANOVA) ergab sich sowohl hinsichtlich der
Konservierungslésungen ( p<0,0014), als auch der Konservierungszeit
(p<0,0001) ein signifikanter Unterschied.
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4.1.2 Rezeptorabhangige Vasokontraktion

Nach initialer o4-rezeptorabhéngiger Vorkontraktion mit 0,2 pM Phenylephrin,
sowie daran anschlieBendem Endothel-Relaxationstest wurde die Gabe von
Phenylephrin kumulativ auf 2 uM und 20 uM Phenylephrin gesteigert. Untersucht
wurden hierbei 13 Venensegmente. Dieser Kontraktionstest wurde utber alle
Versuchszeitpunkte hinaus fir beide Konservierungslosungen durchgefiihrt.
Nachdem fur die jeweilige Preservationslosung sowie die jeweilige Phenylephrin-
Konzentration die GefélRspannung in Millinewton ermittelt wurde, konnten diese
gegeneinander aufgetragen und verglichen werden.

Tab. 4: GefaRspannungen kumulativer Phenylephrin-Dosen fir Ringer-Ldsung

Lagerungs- |GeféalRspannung | GefaRspannung Geféalspannung Anzahl
zeit [h] [mN] fur 0,2 uM | [mN] fir 2 uM [mN] fur 20uM n
3 9,5157 +2,4525 (17,8419 +4,6974 |26,6832 +4,8069 |12
24 6,8670 +2,0601 (10,6126 +0,8953 |23,6421 +4,4145 |11
48 4,2183 +1,7658 | 9,3641 +0,7045 19,5216 +3,8259 |11
72 1,8639 +0,7848 | 4,2807 £0,7744 11,2815 +3,8259 |11
96 0,1962 +0,1962 | 2,4525 +0,6161 | 6,3765 +2,7468 |11

Dargestellt sind die Gefal3spannungen [mN] mit den dazu gehdrenden
Mittelwerten (+ SEM) und den jeweiligen kumulativen Phenylephrin-Dosen
(0.2, 2, 20 pM ).Die Werte stehen in Bezug zu der jeweiligen
Konservierungszeit [h], in der die Gefal3ringe in Ringer-Lésung gelagert
wurden.
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Einflu3 von Ringer auf die kontraktile Aktivitat
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Abb.6: Dargestellt sind die Gefaldspannungen [%] mit den dazu gehorenden
Mittelwerten (+ SEM) und den jeweiligen kumulativen Phenylephrin-Dosen
[ logM ]. Die Werte stehen in Bezug zu der jeweiligen Konservierungszeit [h],
in der die Gefaliringe in Ringer-L6sung gelagert wurden.

Tab. 5: Gefalspannungen kumulativer Phenylephrin-Dosen fur Eigenblut

Lagerungs- |GefaBspannung |GefaRspannung GeféalRspannung Anzahl
zeit [h] [mN] fir 0,2 uM | [mN] fir 2 uM [mN] fur 20puM n
3 5,1012 + 0,9810 |15,9526 +4,9152 (34,4331 +12,0663 |13
24 5,6898 +1,0791 10,6929 + 2,8667 |43,5564 + 14,6169 (13
48 3,4335 +0,8829 | 7,7273 +£1,5888 |[38,2590 + 11,1834 |13
72 2,8449 +0,7848 | 4,6820 +1,3544 |32,5692 + 13,4397 |11
96 0,6867 +0,3924 | 2,4971+0,8534 (25,8984 +11,0853 (11

Dargestellt sind die Gefal3spannungen [mN] mit den dazu gehdrenden
Mittelwerten (# SEM) und den jeweiligen kumulativen Phenylephrin-Dosen
(0.2, 2, 20 pM ).Die Werte stehen in Bezug zu der jeweiligen
Konservierungszeit [h], in der die GefalRringe im autologen Blut gelagert
wurden.
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Einflu von Eigenblut auf die kontraktile Aktivitat
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Abb. 7: Dargestellt sind die Gefal3spannungen [%] mit den dazu gehdren-
den Mittelwerten (# SEM) und den jeweiligen kumulativen Phenylephrin-
Dosen [ logM ]. Die Werte stehen in Bezug zu der jeweiligen Konservierungs-
zeit [h], in der die Gefaldringe in Eigenblut gelagert wurden.

Bei der a,;-rezeptorvermittelten VVasokontraktion wurden kumulativ verschiedene
Konzentrationen von Phenylephrin zu bestimmten Konservierungszeiten gemessen,
um die Auswirkung der Lagerungszeit sowie der Lagerungslosung auf die Funktion
der jeweiligen Venensegmente festzustellen.

Dabei nahmen die in [mN] gemessenen Vasokontraktionen - tiber die Zeit — ab.

Beim Vergleich der Venenpréparate in Ringer-Losung zu denen im autologen Blut
- In Bezug auf die o-adrenerge Vasokontraktion bei 0,2uM PE - fallt auf, dass die
glattmuskuléare Reaktion auf PE in beiden Lésungen &hnlich ist.

Bei 2 uM PE ist die Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK) bei beiden Ldsungen
auch Uber die gesamte Lagerungszeit vergleichbar. Stimuliert man die
Venensegmente mit 20 UM PE, so ergeben sich hohere Kontraktionsraten (in mN)
fur die in Eigenblut gelagerten Venen. Es lait sich abschlieRend ein Vorteil fur

Eigenblut als Konservierungslosung verzeichnen. Der Funktionsverlust der in
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autologem Blut konservierten Venensegmente fallt geringer aus als der, der bei in
Ringer-Losung konservierten VVenen feststellbar ist.

Der initiale Vasotonus durch 0,2 uM Phenylephrin bei der Ringer-Ldsung ( 9,52 +
2,45 mN, n=12 ) und im Eigenblut ( 5,10 + 0,98 mN, n=13, p=0,099 ) war
vergleichbar (Abb. 12). Nach 72h Konservierung sank die Vasokontraktion fir
Ringer-Losung auf 1,86 + 0,78 mN, fur Eigenblut in der vergleichbaren Zeit auf
2,84 + 0,78 g ab. Es gibt keinen statistisch signifikanten Unterschied bezlglich der
beiden benutzten Konservierungslésungen. Tab. 6 gibt die kontraktile Antwort der

Geféliringe zum jeweiligen MefRzeitpunkt in mN wieder.

Tab. 6: Gefalispannungen bei 0,2 uM PE-Dosis fur Eigenblut/Ringer

Eigenblut Ringer
Zeit[h]  Kontraktion [MN] n Kontraktion [mN] n
mit + SEM mit + SEM
3 5,1012 + 0,9810 13 9,5157 +2,4525 12
24 5,6898 +1,0791 13 6,8670 +2,0601 11
48 3,4335 +0,8829 13 4,2183 +1,7658 11
72 2,8449 +0,7848 11 1,8639 +0,7848 11
96 0,6867 +0,3924 11 0,1962 + 0,1962 11

Die initiale VVasokontraktion betrug in Ringer-L6sung nach Applikation von 2uM
Phenylephrin 17,84 + 4,70 mN (n=12) und im Eigenblut 15,95 + 4,91 mN (n=13).
Nach 96h sank die VVasokontraktion in Ringer auf 2,45 + 0,62 mN (n=11), verglichen
mit 2,50 + 0,85 mN (n=11) in Eigenblut (Abb. 9). Auch hier ist kein statistisch
signifikanter Unterschied beider Lésungen gegen die gemessenen Zeitintervalle zu
ermitteln. Die GefélRspannungen der VSM-Stiicke sind in beiden LOdsungen
vergleichbar (Tab.7).
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Abb. 8: Dargestellt ist die Vasokontraktion fir Ringer- und Eigenblut-Venen

in Prozent gegen den jeweiligen Messzeitpunkt bei 0,2 uM PE.

Tab. 7: Gefalispannungen bei 2 uM PE-Dosis fur Eigenblut/Ringer

Eigenblut Ringer
Zeit[h]  Kontraktion [MN] n Kontraktion [mN] n
mit + SEM mit + SEM
3 15,9526 + 4,9152 13 17,8419 +4,6974 12
24 10,6929 + 2,8667 13 10,6126 +0,8953 11
48 7,7273 £1,5888 13 9,3641 £0,7045 11
12 4,6820 + 1,3544 11 4,2807 +0,7744 11
96 2,4971 £ 0,8534 11 2,4525 +0,6161 11

Die initiale Vasokontraktion bei 20uM Phenylephrin betrug fur Eigenblut 34,43 +
12,07 mN (n=13) und fur Ringer-Ldsung 26,68 + 4,81 mN (n=12). Nach 72h sank

die Vasokontraktion in Ringer-Losung auf 11,28 + 3,83 mN (n=11), verglichen mit
32,57 + 13,44 mN (n=11) in Eigenblut (Abb. 13).
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Die Kontraktion sank nach 96 h fiir Ringer-Lésung auf 6,38 + 2,75 mN und flr
Eigenblut auf 25,90 + 11,09 mN. In Tab. 8 ist die prozentuale Gefalspannung der
jeweiligen Venensegmente (mit SEM) gegen die Zeit dargestellt. Bei der hdchsten
PE-Konzentration ist nach 96 h eine deutlich hohere kontraktile Antwort der
Eigenblut - Venen festzustellen. Der Gesamtvergleich bei 20uM PE ist in Abb. 10
dargestellt.

2 UM PE
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0 24 48 72 96
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Abb. 9: Dargestellt ist die Vasokontraktion fuir Ringer- und Eigenblut-Venen
in Prozent gegen den jeweiligen Messzeitpunkt bei 2 uM PE.

Tab. 8: GefalRspannungen bei 20 uM PE-Dosis flr Eigenblut/Ringer

Eigenblut Ringer

Zeit[h]  Kontraktion [MN] n Kontraktion [mN] n
mit + SEM mit + SEM
3 34,4331 +12,0663 |13 26,6832 +4,8069 12

24 43,5564 +14,6169 |13 23,6421 +4,4145 11
48 38,2590 +11,1834 |13 19,5216 =+ 3,8259 11
72 32,5692 +13,4397 |11 11,2815 +3,8259 11
96 25,8984 +11,0853 |11 6,3765 +2,7468 11
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Abb. 10: Dargestellt ist die Vasokontraktion fur Ringer- und Eigenblut-Venen
in Prozent gegen den jeweiligen Mel3zeitpunkt [h] bei 20 uM PE.
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Abb. 11: Dargestellt ist die Auswirkung der kumulativen Phenylephrin-Dosis-
steigerung auf die Vasokontraktion (mN) und Ihre dosisabhangige
Veranderung in den jeweiligen Konservierungslosungen nach der initialen
Konservierungszeit von 3h.
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4.1.3 Endothelabhangige Relaxation

Die endothelabh&ngige Relaxation wurde nach einer VVorkontraktion mit 0,2uM PE
mit einer einmaligen Gabe von 1puM Acetylcholin (ACH) geprift. Das
Relaxationsverhalten wurde anhand einer Wirkungskurve bestimmt.

Da das Ausmal} der endothelabhdngigen Relaxation (EDR) von der Intaktheit des
GeféalRendothels abhéngig ist, konnten dadurch quantitative Aussagen bezlglich der
Funktionsverédnderungen gemacht werden.

Die endothelabhéngige Vasorelaxation reagierte auf die Konservierung in beiden
Losungen empfindlich. Bei jeweils n=5 konnte eine endothelabhangige
Vasodilatation ausgeldst werden. Die prozentuale maximale Dialataion war bei 24,6
* 4,05 %. Nach 48 h gab es keine Sensibilitat der in Ringer-Losung gelagerten Venen
auf Acetylcholin, wahrend 3 der 12 in Eigenblut gelagerten Venensegmente nach
dieser Zeit noch eine endothelabhdngige Relaxation ( EDR ) zeigten. Nach 96 h

konnte an keinem Venensegment mehr eine EDR nachgewiesen werden.

Tab. 9: Vasorelaxation in Ringer-Lésung vs. Eigenblut

Zeit [h] Ringer Eigenblut n
[mN] [%] [mN] [%]

3 -2,33+0,22 [19,60+1,78 -2,70+£0,39  |24,60+4,06 5

24 -1,77+£0,35 [16,00+2,10 -2,19+0,14  |20,40+1,50 5

48 0 0 -1,94 £ 0,79 17,20+7,04 5

72 0 0 -1,64 £ 0,17 6,20+3,07 3

96 0 0 0 0

Dargestellt ist das dilatative Verhaltnis in beiden Lésungen in mN und Prozent
mit entsprechenden Standardabweichungen nach induzierter Vorkontraktion
mitluM Acetylcholin bei n=5.
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Abb. 12: Dargestellt ist die endothelabhéngige Vasorelaxation [in %] der in
Ringer-Losung sowie in Eigenblut konservierten Venensegmente mit den
dazu gehérenden Mittelwerten(+ SEM) nach Applikation von 1uM
Acetylcholin nach Vorkontraktion mit 0,2uM Phenylephrin. Die Werte stehen
in Bezug zu der jeweiligen Konservierungszeit [h], in der die Gefaldringe in
Eigenblut sowie Ringer-L6sung gelagert wurden. In der Varianzanalyse zeigt
sich eine Signifikans von p<0,0001 fur beide Konservierungsmedien.
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4.2 Morphologische Analyse

Die auf Korkplatten aufgespannten und in Glutaraldehyd fixierten Venensegmente
wurden im Institut fur Pathologie der Universitat Dusseldorf, mittels eines Raster-
elektronenmikroskops untersucht. Zuvor wurden die fixierten Venensegmente in den
Glasbehaltern  durch uns fir den Untersucher anonymisiert, indem wir die
Glasbehalter mit Zahlen beschriftet haben. Hierdurch konnte eine geblindete Unter-
suchung an den Praparaten vorgenommen werden. Mittels Rasterelektronenmikros-
kopie konnte der Endothelstatus der verschiedenen Venensegmente untereinander
verglichen und begutachtet werden. Insgesamt wurden 10 Venen untersucht. Jeweils
5 der zuvor in Eigenblut und Ringer-Losung gelagerten Venen, die nach der
Funktionsmessung in den entsprechenden Zeitintervallen fixiert wurden, wurden
rasterelektronenmikroskopisch bei einer 625-fachen VergroRerung ausgewertet und
mit einer 206-facher VergréRerung photodokumentiert. Es zeigte sich, dass die
Auswirkungen der Konservierungsmedien auf den morphologischen Erhaltungs-
zustand des Endothels fast identisch waren, mit Ausnahme leichter Vorteile fir das

Medium Eigenblut im Zeitraum zwischen 48h — 72h.

Endothelstatus fur Ringer-Ldsung

O kein Endothel erkennbar

@ vereinzelt Endothel vorhanden
O Endothel grof3flachig vorhanden
B Endothel vollsténdig erhalten

24h 48h 72h 96h

Abb. 13: Dargestellt ist der Score des jeweiligen Endothelzustandes der in
Ringer—LOsung gelagerten Venensegmente uber alle Mel3zeitpunkte. Die Y-
Achse gibt die n-Anzahl wieder. bei einem Gesamtwert von n=5.

30



Ergebnisse

Endothelstatus fur Eigenblut

Okein Endothel erkennbar
@ vereinzelt Endothel vorhanden
O Endothel groB3flachig vorhanden

B Endothel vollsténdig erhalten

3h 24h 48h 72h 96h

Abb. 14: Dargestellt ist der Score des jeweiligen Endothelzustandes der in
Eigenblut gelagerten Venensegmente Uber alle Mel3zeitpunkte. Die Y-Achse
gibt die n-Anzahl wieder. bei einem Gesamtwert von n=5.

Die Beurteilung des Erhaltungszustandes des Endothels mittels Rasterelektronen-
mikroskops wurde mit Hilfe einer Score-Liste miteinander verglichen, die sich auf
den morphologischen Status des jeweiligen Venensegmentes sowie auf die
Konservierungslosung bezieht. Jeder Befund wurde nach einem Punktesystem
(Ranking) Klassifiziert. Zur Auswertung wurden nur die Segmente benutzt, die nach
3h einen groRflachigen Endothelverband (Score: 3) aufwiesen oder das Endothel

vollstandig erhalten war (Score: 4).
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Es ergab sich folgende Score-Liste:

Tab. 10: Endothel-Score in Ringer-L6sung vs. Eigenblut

SCORE +SEM
Zeit [h] Ringer n Eigenblut n
3 320+0,20 |5(3,40+040 |5
24 300+032 |5(3,00+032 |5
48 1,80+0,20 |5 [2,20+0,37 |5
72 1,20+0,20 |5 [1,60+0,40 |5
96 1,00£0,00 |5 [1,40£0,40 |5

Dargestellt ist der Endothelstatus der in Ringer—-L6sung sowie in Eigenblut
gelagerten Venensegmente (n=5) mit dem dazugehoérigen Punkte-Score
(xSEM) Uber die verschiedenen Messzeitpunkte.

Im Focus der Begutachtung stand der Umfang des verbliebenen Endothelrasens sowie
eine mogliche Abldsung der Endothelzellreihen von der Basalmembran. Dabei fiel
insbesondere auf, dass der Endothelzelldefekt bei den in Ringer gelagerten Venen
friiher auftrat. Speziell in den kurzen Lagerungsintervallen waren die Verdnderungen
bei in Eigenblut gelagerten Venen dezenter. Wahrend sich dort erste Areale von
Endotheldefekten zeigten, war bei vielen in Ringer-Lésung konservierten Venen ein
groRerer respektive totaler Endothelverlust diagnostizierbar.

In Betrachtung der morphologischen Auswertung wird ein Vorteil der Lagerung in
Eigenblut sichtbar (Tab. 9). So schneiden die Eigenblut-Venen nach 72 h mit einem
Punkte-Score von 1,60 + 0,4 ab, die Ringer-Venen hingegen mit 1,20 + 0,2. Auch
nach 96h wiesen Eigenblut-Venensegmente im Vergleich zu Ringer-Venensegmenten
ein plus-Score von 0,4 auf. Im direkten Vergleich sind sowohl bei Ringer-Venen als
auch bei Eigenblut-Venen keine statistisch signifikanten Unterschiede in der
histopathologischen ~ Morphologie  des  GefaRendothels  ersichtlich.  Die
morphologische Gesamttendenz weist auf einen méglichen Vorteil von Eigenblut als

Konservierungsmedium hin (Abb. 15).
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Tab. 11: Endothelstatus Ringer-Ldsung vs. Eigenblut

PROZENT [%] + SEM

Zeit [h] Ringer n Eigenblut n
3 80,00+£5,0 |5 85,0+10,0 |5
24 7500+79 |5 750+ 79 |5
48 45,00+5,0 |5 55,0+ 94 |5
72 30,00+£50 |5 [40,0+£10,0 |5
96 2500+0,0 (5 [350+£10,0 |5

Dargestellt ist der Endothelstatus der in Ringer—-Lésung sowie in Eigenblut
gelagerten Venensegmente (n=5) mit dem dazugehoérigen Endothelstatus in

Prozent (tSEM) Uber die verschiedenen Messzeitpunkte.

Endothelstatus [%]

1004

~
a1
[]

a1
o
1

N
a1
1

o
L

Morphologischer Status

—e— Ringer

—¥— Eigenblut

0 24

72

Zeith]

Abb. 15: Dargestellt ist der morphologische Endothelstatus der in Ringer—
Lésung und in Eigenblut gelagerten Venensegmente (n=5) gegen die Zeit [h]

in Prozent. Dabei entspricht 100% einem Punkte-Score von 4.

Es folgt eine exemplarische Auswahl der original REM-Aufnahmen der Endothelien

der VSM- Segmente, anhand derer die histomorphologische Beurteilung erfolgte.
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Abb.17:

Dargestellt ist oben der elektronenmikroskopische Endothelstatus des
in Eigenblut (Abb.16) und in Ringer-Losung (Abb.17) konservierten
Venensegmente nach 3h mit positiver funktioneller Endothelreaktion. In
beiden Venensegmenten lafit sich ein grof3flachig erhaltener
Endothelrasen nachweisen (Score 4).

34



Ergebnisse

Abb. 19: |

Dargestellt ist oben der elektronenmikroskopische Endothelstatus (mit
206-facher VergréRerung) des in Eigenblut (Abb.18) und in Ringer-
Losung (Abb.19) konservierten Venensegmentes nach 24h. Das
Endothel ist gro3flachig (75 %) erhalten (Score 3).
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Abb.21:

Dargestellt ist oben in Abb. 20 der elektronenmikroskopische Endothel-
status des in Eigenblut konservierten Venensegmentes nach 48h.
Unten in Abb.21 ist der Endothelstatus des in Ringer-Lésung ge-
lagerten Venensegmentes nach 48h abgebildet. Ein Endothel ist gro3-

flachig vorhanden (Score 2-3).
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Abb.23: .

Dargestellt ist der elektronenmikroskopische Endothelstatus des in
Ringer- Losung (Abb. 22)und Eigenblut (Abb.23) konservierten Venen-
segmente nach 72h. Auf der Abb.21 ist das Endothel nur vereinzelt

erkennbar (Score 2).
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Abb.24:

Abb.25;

Dargestellt ist der elektronenmikroskopische Endothelstatus des in
Ringer-Losung (Abb.24) und Eigenblut (Abb.25) konservierten
Venensegmente nach 96h. In den Abbildungen ist die Intima der
GefalRwand jedoch ohne sichtbaren Endothelrasen. (Score 1). Die
kleineren Abbildungen sind 625-fache VergroRerungen.
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4.3 Zusammenfassung

Die Lagerung explantierter und zur Transplantation vorgesehener humaner Venen ist

von groRer Bedeutung, nicht zuletzt deshalb, weil sie nicht in ausreichendem Mal3e

zur Verfugung stehen. Daher sollte die Aufbewahrungsldsung zum Erhalt des best-

mdoglichen Funktionszustandes des Transplantates beitragen. Wir konnten zeigen,

dass die Wahl eines geeigneten Mediums, den Erhalt der Kontraktilitat verlangert und

die histomorphologische Endothelquantitat und -qualitat erhoht.

Die experimentelle Studie zeigt, dal3

die Lagerung der explantierten Venen in Ringer-Lésung bzw. Eigenblut fur
mehr als 72h hinsichtlich der rezeptorunabhangigen Geféalimuskelkontraktion
statistisch  signifikante ~ Unterschiede  zeigt:  Eigenblut ist als
Konservierungsmedium der Ringer-L6sung deutlich tiberlegen.

nach Lagerung der explantierten Venen in Ringer-Losung und Eigenblut
innerhalb von 72h eine kontraktile Antwort auf o-adrenerge Stimulation
auslosbar ist. Bei hochster PE-Konzentration erreichen in Eigenblut
konservierte Transplantate sogar hohere GefélRspannungen als die in Ringer-
Losung gelagerten.

Relaxation sich im rasterelektronischen Befund bei Konservierung in Ringer-
Losung bzw. Eigenblut ein zunehmender Endothelverlust zeigt. Eigenblut
zeigt sich als vorteilhaft beziglich des histomorphologischen

Erhaltungszustandes.

die Lagerung der explantierten Venen in Ringer-Ldsung bzw. Eigenblut tber
groRe Zeitintervalle zwar zu einem Verlust der Funktion des Endothels fuhrt,
dieser jedoch keineswegs fir beide Losungen qualitativ und quantitativ gleich
ist: Autologes Blut erweist sich als Konservierungsmedium vorteilhaft
gegenuber der Ringer-L6sung. Eine Lagerung der Venentransplantate Giber 72
h hinaus ist nicht empfehlenswert. Autologes Eigenblut ist der Ringer-Ldsung

vorzuziehen.
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5 Diskussion

5.1 Kilinische Bedeutung von allogenen Venentransplantaten

Die autologe Vena saphena magna stellt bist heute in der Gefalichirurgie das
Bypassmaterial der Wahl dar. Dies gilt insbesondere bei der Rekonstruktion der
Beinarterien (z.B. femoro-poplitealer Bypass oder kruraler Bypass).

Die Vena saphena magna Transplantate sind auch gegenwartig in der Herzchirurgie
zusammen mit den Arteriae mammariae die Gefdle der ersten Wahl bei der
Durchfiihrung aortokoronarer Bypassoperationen. Gelegentlich finden andere Venen
des Beines (Vena saphena parva), Armvenen und weitere autologe Arterien (A.
radialis, A gastroepiploica) Verwendung [Deutsch 1985].

Diese korpereigenen Venen sind jedoch im Einzelfall nicht immer in ausreichendem
Malie verfiigbar oder von zu geringer Qualitat (z.B. bei ausgepragter Varikosis).
Besonders schlechte Offenheitsraten zeigen vendse Grafts bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz und insulinpflichtigem Diabetes [van Brussel, 1995,
Busse, 1996, Hausberg, 2000].

Vor allem die zunehmende Anzahl an Reoperationen mit dem bereits stattgehabten
Verbrauch autologen GeféaRersatzmaterials ist oft ein limitierender Faktor. Die
Gewinnung der oben genannten anderen autologen Arterien ist mitunter fur den
Patienten aufwendig und komplikationstrachtig (A. gastroepiploica). Synthetische
Materialien, die zwar in der GefaRchirurgie bereits breite Verwendung gefunden
haben (silikonisierte Venen), konnen nicht immer mit Erfolg und
zufriedenstellendem Ergebnis eingesetzt werden [Kadletz, 1989, Noishiki, 1995,
IHluminati 1998, Jackson 2000]. Die Ursache scheint in der hohen Ober-
flachenthrombogenitat sowie der Biodegeneration des synthetischen Materials zu
liegen [Wengerter, 1999, Ommer, 2001], weshalb es zu Stenosen und Obliterationen
kommt [laffaldano, 1995]. Ein zusétzliches Risiko stellt die Graft-Infektion dar
[Kniemeyer, 1994, Hennes, 1996].
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Die operative Wiederherstellung der GefaRstrombahn nach fehlgeschlagener
Dilatation, Stenteinlage, TEA oder Patcherweiterungsplastik [Mitchell, 1995] macht
die V. saphena magna zu einem wertvollen Transplantationsgut. Bereits in den 80er
Jahren wurden Versuche unternommen, auch durch Kryopréservierung von
Spendervenen die Licke bei der Materialgewinnung zu schlielen. Die Ergebnisse
dieser Versuche waren fiir den klinischen Gebrauch nicht befriedigend; so waren
nach kurzer Zeit die meisten dieser Implantate bereits wieder verschlossen [Ono,
1998, Buckley 2000]. In tierexperimentellen Studien konnten Funktions-
minderungen der glatten Muskulatur und EDR nachgewiesen werden [EImore 1992].
Der Einsatz von Allotransplantaten in Kombination mit Immunsuppressivum
ermoglich heutzutage Offenheitsraten von 80-90 %, obwohl auch ohne
Immunsuppressivum Einzelfélle beschrieben worden sind, die eine Offenheitsrate
von 84 % nach bis zu einem Jahr bei arteriellen Rekonstruktionen erreichten [Suchy
1997]. Dies konnte auf besonders gunstige Immunkonstellationen (Blutgruppe,

HLA-System) zurickfihrbar sein.

5.2  Die klinische Bedeutung der immunologischen Abstol3ungsreaktion

Bei der allogenen Transplantation stammt das Transplantat von einem genetisch
unterschiedlichen Individuum der gleichen Spezies. Sie reprasentiert den Normalfall
der klinischen Transplantation.

Im zeitlichen Verlauf einer Transplantation kann eine hyperakute (erste Tage nach
Transplantation), eine akute (ab 4-5 Tage nach Transplantation) und eine chronische
Abstollung (langsame, progrediente Destruktion (iber Wochen) unterschieden
werden. Die AbstoBung beruht auf Erkennung der fremden Antigene des
Transplantates durch die Zellen des Empfangerimmunsystems. Diese auch als ,,host
versus graft“ bezeichnete AbstoBung l6st eine Kaskade einer komplexen
Immunreaktion aus, welche ohne Behandlung zur Zerstérung des Transplantates

durch sensibilisierte Lymphozyten und/oder Antikdrper fihrt [Parkman, 1980].
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Das Transplantatsiuberleben in der Frihphase nach Organtransplantation konnte in
den letzten Jahren vor allem durch Fortschreiten der immunsuppressiven Therapie
deutlich verbessert werden [Wagner, 1995, Bergan, 1996]. Die Langzeitfunktion von
Organ-transplantationen ist hingegen nach wie vor unbefriedigend. Ein spéater
Funktionsverlust geht haufig einher mit starken morphologischen Veranderungen an
den TransplantationsgefaBen — ein Prozel, der als chronische Abstofiung (CR)
bezeichnet wird. Aufgrund Ihrer Komplexitét ist die Pathogenese der CR nur zum
Teil verstanden [Schneeberger, 2000].

Obwohl lange Zeit behauptet wurde, dass Blutgefélie eine geringe Immunogenitat
besitzen, so waren sie doch haufig und schnell von Verschlussprozessen betroffen, da
ihre immunogenen Eigenschaften nicht gentigend erforscht waren. Man weil3
heutzutage, dass es zu einer T-Zell vermittelten Abstolungsreaktion kommt
[Wagner, 1994, Carpenter, 1998].

Daher bedient man sich neben der traditionellen Immunsuppressiva wie
Azathioprine, Steroide, Cyclosporin A sowie monoklonaler Antikdrper gegen T-
Zellen auch neuerer Medikamente wie Mycophenolate mofetil, Sirolismus und
monoklonale Antikorper gegen Interleukin 2 — Rezeptoren [Wagner, 1995, Bergan,
1996, lkonen, 2000]. Die Inzidenz der AbstoRung wird deutlich gesenkt [Bergan,
1999].

Diese Behandlungsformen sollten mit individuell angepassten Dosen erfolgen, da sie
sich noch nicht selektiv auf die AbstoBungsvorgange ausrichten lassen kénnen. Zwar
wird die AbstoRungsrate auf der einen Seite erheblich reduziert, auf der anderen
Seite jedoch die Gefahr einer erhohten Anfélligkeit gegeniber Infektionen gesteigert.
Langerfristig wird ein deutlich verstarktes Auftreten maligner Erkrankungen
registriert [Garnis, 1984].

Es gilt also, eine Balance zwischen dem Schutz des Organs und der Schwéachung der
Infektabwehr zu finden.
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5.3  Die klinische Bedeutung des Endothels

Das Endothel wurde lange Zeit lediglich als mechanische Barriere zwischen
stromendem Blut und der GefédRwand sowie dem umgebenden Gewebe gesehen.
Dabei besitzen Endothelzellen an Ihrer Oberflache eine Vielzahl unterschiedlicher
Rezeptoren und Enzyme. Sie synthetisieren zahlreiche Mediatoren, welche regulativ
den Gefédlitonus, die Thrombozytenfunktion sowie Blutgerinnungssystem

beeinflussen [Herrmann, 2001].

In der Membran vaskularer Endothelzellen existieren m-Cholinorezeptoren. Die
Aktivierung derselben durch Acetylcholin oder zahlreichen anderen Substanzen fiihrt
zu einer Vasodilatation [Furchgott, 1980, Moncada, 1991]. Im Jahr 1980 beschrieben
dann erstmals Furchgott und Zawadzki, dalR eine Reihe von Substanzen nur in
Anwesenheit eines intakten Endothels vasodilatierend wirken. Sie postulierten eine
vom Endothel freigesetzte Substanz, die sie ,,endothelial derived relaxing factor"
(EDRF) nannten [Furchgott, 1980]. Bereits 7 Jahre spater gelang es, die sehr
kurzlebige Substanz zu identifizieren. Die Aufklarung der chemischen Identitat und
die Entschlisselung seiner Biosynthese fuhrte zu einer rasanten Entwicklung, die
bald erkennen liel3, dal} hinter dem EDRF-Prinzip ein bisher unbekanntes und in all
seinen Funktionen noch nicht vollkommen geklértes Regulationsprinzip steht, das
weit Uber die Regulation des Gefélstonus hinausreicht [Furchgott, 1983]. Es ist heute
bekannt, dall der EDRF mit Stickstoffmonoxid (NO) oder einer verwandten NO-
haltigen Substanz identisch ist [Palmer,1987, Ignarro, 1987]. NO wird aus der
Aminosaure L-Arginin synthetisiert und bewirkt letztendlich die eigentliche
Vasodilatation [Thom,1987, Thulesius, 1988, Dohi, 1990]. Das verantwortliche
Enzym (NO-Synthase) wird konstitutiv im Endothel exprimiert, und ist Kalzium-
und Calmodulinabhéngig. EDRF (NO) stellt eine der potentesten relaxierenden
Substanzen dar, die vom Endothel nach Stimulation einer groflen Anzahl
unterschiedlicher Aktivatoren freigesetzt und dann tber die Stimulation der 16slichen
Guanylatzyklase [Arnold, 1977, Kojda, 1993] der glatten Muskelzellen mit
konsekutiver c-GMP-Erhéhung zur Vasodilatation fihrt [Ku, 1992]. Damit handelt
es sich um das Wirkprinzip der Nitropréparate [Ignarro, 1981], weshalb EDRF (NO)
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auch als endogener Nitrovasodilatator bezeichnet wird. Der Geféal3tonus wird ber
eine basal kontinuierliche EDRF (NO)-Freisetzung moduliert [Chua, 1993, Kojda,
1994].

Hinsichtlich der Tonusregulation von Geféalien stellt das endotheliale NO-System
einen Gegenspieler zum sympathischen Nervensystem und Renin-Angiotensin-
System dar. Tatsachlich kommt es nach Hemmung der endothelialen NO-Synthase
durch L-Arginin-Analoga zu einem drastischen Anstieg des Gefalwiderstandes
[Dohi, 1990].

O Thrombozyten
SIN-1 .
O SNP GEFASSLUMEN

GMP
’_,_( / ENDOTHELZELLEN

LAMINA ELASTICA INTERNA

____________

Ca**-Konzentration l

. MYOSIN (LC)
T Protein (DILATATION)
o ATP
GTN P 4505 POEY ’ L +\p MYOS/IN (LC)
ISMN | GST 2! P-Protein (KONTRAKTION)

5'-GMP

GLATTER GEFASSMUSKEL
Abb.25: (aus G. Kojda et al. Pharmakologie/Toxikologie systematisch, 1997 UNI-MED Verlag)

Wirkungsmechanismus von exogenem (NO) und endogenem  Stickstoff-
monoxid (EDRF).

Neben dieser relaxierenden Wirkung ist EDRF ein potenter Hemmstoff der
Plattchenaggregation und -adhésion und entfaltet dabei zusammen mit Prostazyklin
einen synergistischen Effekt. Zusatzlich hemmt EDRF die Adhéasion von Leukozyten

an der Endotheloberfache Uber eine Hemmung der Expression von Adhdasions-
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molekdlen [Liao, 1998]. Weiterhin scheint NO die Proliferation glatter Muskelzellen

uber einen c-GMP-abhangigen Mechanismus zu hemmen [Kojda, 1993].

5.4  Rezeptorunabhangig induzierte Vasokontraktion

Die Uberpriifung der glattmuskularen Kontraktionseigenschaften mittels KCI ist ein
in vielen Studien erprobtes Verfahren. Da es sich um eine rezeptorunabhéngige
Kontraktion handelt, kann so ein Uberblick iiber den Funktionsstatus eine GefaRes
gewonnen werden. KCI fuhrt zu einer Dauerdepolarisation der Membran der glatten
GefaBmuskulatur. Dadurch kommt es iiber die Offnung von L-Typ Kanélen zu einer
Erhohung des Kalziumeinstroms in die Zelle und folglich zu einer
Muskelkontraktion.

Bei der mit 80 mM KCI induzierten rezeptorunabhangigen Gefaltkontraktion, war die
kontraktile Antwort in der Initialphase (3h) fur beide Konservierungslésungen
vergleichbar. Betrachtet man jedoch den Gesamtzeitraum Uber 96 h fir beide
Konservierungsmedien, so ergibt sich in der Varianzanalyse (ANOVA) Ringer zu
Eigenblut ein signifikanter Abfall der Gefaspannung fir die in Ringer-Ldsung
konservierten Venen. Im Verlauf der Konservierungszeit kommt es, wie die
Ergebnisse zeigen, zu einer Reduktion der maximalen Kontraktion nach KCI -
Stimulation, wahrscheinlich als Ausdruck einer zunehmenden Schadigung des
kontraktilen Apparates. In den ersten 24 h der Konservierung wird der differente
Erhaltungszustand besonders deutlich; wahrend Ringer-Venen eine Verminderung
der kontraktilen Antwort zeigen, bleibt die Reaktion der Eigenblut-Venen konstant.
Dies andert sich auch nicht nach Konservierungszeiten von 72 bzw. 96 Stunden, wo
ebenfalls ein statistisch signifikanter Abfall der GefaRspannung der Ringer-
Venensegmente zu verzeichnen ist. Dies lasst den SchluB zu, dass der
Funktionsverlust der glattmuskuldren Anteile sowie ihrer kontraktilen Apparate in
den Eigenblut-Venen langsamer fortschreitet als in den Ringer-Venen.
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55  Rezeptorabhangige Vasokontraktion

Phenylephrin, welches in steigender Dosis verabreicht wurde um eine Vasokontrak-
tion der glatten GefaBmuskulatur zu induzieren, gehort zu den o-Adrenorezeptor-
Agonisten.

Diese Substanzen entfalten ihre Wirkung uber eine Stimulation von al- und o2-
Adrenorezeptoren glatter GefaRmuskel. Sie zeigen teilweise auch Wirkung an -Ad-

renorezeptoren am Herzen [Jones 1993, Kojda 1997].

:

=5

Glatter Muskel

Varikositat \ .- .

Glatter Muskel

2

IR phosphat-f'
ki
-9 s

Abb.26: (aus G. Kojda et al. Pharmakologie/Toxikologie systematisch, 1997 UNI-MED Verlag)

Schematische Darstellung der Mechanismen, Uber welche natirliche
Sympathomimetika die Impulse des synaptischen Nervensystems auf die
Erfolgsorgane Ubertragen und die zur Auslosung der jeweiligen Effekte
fuhren.

o, B: Adrenorezeptoren, Gs: stimulatorische Guanylnukleotid —bindende Proteine,
AC: Adenylatzyklase, PK: Proteinkinase, POC: spannungsabhéngiger
Calciumskanal, ER: endoplasmatisches Retikulum, PLC: Phospholipase, PIP:
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat,  IP3:  Inositol-1,4,5-triphosphat, MAO:
Monoamino-Oxidase, NA: Noradrenalin
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Der glatte GefaBmuskel, welcher als Hauptwirkort angesehen werden muR, antwortet
darauf mit einer Folge von Reaktionen, die in der Abb.25 dargestellt sind.

Es kommt im wesentlichen zu einer Erhéhung der intrazellularen Konzentration an
freiem Ca?* und damit zu einer Konstriktion der glatten GefaRmuskelzelle [Kojda
1997, Rasmussen 1986].

Die von uns untersuchten Venen reagierten entsprechend dem obengenannten
Mechanismus auf die Zugabe von 0,2uM, 2uM sowie 20uM Phenylephrin. Die im
Verlauf der Zeit abnehmende maximale Gefal3spannung unter PE - Stimulation ist
- analog zu KCI - vermutlich ein Ausdruck der Schéadigung des kontraktilen
Apparates der GefalRwand.

Durch den direkten Vergleich der kontraktilen Antwort der Venensegmente in den
entsprechenden Zeiteinheiten — in ihren entsprechenden Ldsungen - konnten wir
Ruckschlisse auf den Erhaltungszustand der glattmuskuldren Strukturen sowie
deren Kontraktionsapparate ziehen. In unseren Ergebnissen konnten wir feststellen,
dass die kontraktile Antwort, sowohl der in Eigenblut gelagerten Venen, als auch bei
den in Ringer gelagerten Venen, vergleichbar bei 0,2uM und 2 uM PE war. In
absoluten Zahlen zeichnete sich ein leichter Vorteil fur Eigenblut-Venen ohne den
statistischen Nachweis eines signifikanten Unterschieds. Wir konnten lediglich einen
signifikanten Unterschied (p<0,05) flr die Abnahme der Kontraktilitat bei Vergleich
beider Losungen mit 20 uM PE uber die Konservierungszeit hinweg beobachten, was
vermutlich durch die Aktivierung von o,—Rezeptoren zu erklaren ist, die die
Permeabilitat der Kalziumkanéle fur Kalziumionen erhéhen.

Uber die Konservierungszeit hinweg blieb dieser leichte Vorteil der Eigenblut-Venen
erhalten, so dass wir ruckschlossen, dass der Funktionsverlust der gemessenen
Venen-Segmente bei diesen etwas geringer ausféllt als bei Ringer-Venen.
Festzuhalten ist, dass bei beiden Ldsungen die kontraktile Antwort merklich
beeintrachtigt wurde.

Die Ergebnisse unserer Studie waren insofern vergleichbar mit den erzielten
Ergebnissen anderer Studien wie die von Grohs, Kadletz et al., 1996.
Es wurden neben Krebs-Henseleit, HTK (Brettschneider) und Albuminlésung auch
das von uns verwendete autologe Blut untersucht [Grohs, 1996]. Diese Studie kam
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auch zu dem Ergebnis, dass es nach 96 Stunden zwischen allen verwandten
Losungen zu keinen relevanten Unterschieden beziglich des Kontraktionsverhaltens
der Venensegmente mehr kam. In den Studien, in denen salinische Lésungen wie
NaCl oder Ringer-Lactat untersucht wurden, kam es im Vergleich zu den nicht-
salinischen L@sungen, deren Zusammensetzung sich am Plasma orientiert, zu einem
schnelleren Funktionsverlust der glatten Muskulatur.

In einer weiteren Studie von Cartier und Bouchard, 1995, die auch den Effekt der
Konservierungslosung auf die Lagerung von Venensegmenten untersuchten, wurde
beschrieben, dass das autologe Blut gegeniber den salinischen Losungen NaCl und
Krebs Ringer vorteilhafter ist. In dieser Studie wird aber kein statistisch signifkanter

Unterschied festgestellt.

5.6  Endothelabh&angige VVasorelaxation (EDR)

Die grolie pathophysiologische Bedeutung einer gestorten Endothelfunktion ergibt
sich aus den oben beschriebenen physiologischen Funktionen des endothelialen
EDRF-Systems. Die Storung der Endothelfunktion ist dadurch charakterisiert, dal
endothelabhéngige vasodilatatorische Substanzen nicht mehr gebildet werden
kdnnen, und daB die Wirkung dieser Substanzen an den glatten Gefamuskelzellen
abgeschwécht ist [Liao, 1998]. Da das Ausmall der EDR anhéngig ist von der
Intaktheit des GeféRendothels, konnten wir so schlussfolgern, dass bei den
Segmenten, die nicht auf Acetylcholin (ACH) reagiert haben, eine endotheliale
Dysfunktion bzw Endothelablésung vorgelegen haben muf® (s. morphologischer
Status unten).

Vermutlich ist dieser Endothelschaden durch einen Mangel an biologisch aktivem
NO bedingt. Experimentelle Daten weisen auf unterschiedliche Ursachen fiir dieses
NO-Defizit. Eine dieser Ursachen konnte die vorbestehende Atherosklerose sein
[Sessa, 2001], die durch eine verminderte Freisetzung von NO und folglich einer
Storung der Signaltransduktion in den Membranen der Endothelzelle auftritt

[Flavahan, 1992]. Tierexperimentelle Studien belegen, dass bei Atherosklerose ein
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Argininmangel besteht [Hacker, 1999]. Ob letzendlich durch Arginin-Applikation
die Endothelfunktion verbessert wird, konnte bisher an gesunden Gefallen nicht
bewiesen werden.

Die Ergebnisse friherer Untersuchungen stimmen mit den Resultaten der hier
durchgefuhrten Studie Uberein. Unseren Ergebnissen nach reagierte die
endothelabhéngige Relaxation auf die Konservierung in beiden Losungen sehr
empfindlich. Bei vergleichbarem Relaxationsverhalten fiir beide Lésungen in der
Initialphase, konnten erste Unterschiede nach 48 h gesehen werden. Wahrend alle
Venensegmente, die in Ringer-Losung gelagert wurden, keine EDR zeigten, so
waren es immerhin 3 der Eigenblut-Venen ( n=5 ), die eine Relaxation bei 72 h
aufwiesen. Nach 96h konnte keine Vasorelaxation mehr bei beiden Konservierungs-

medien aufgezeigt werden.

5.7  Morphologischer Endothelstatus

Viele Studien zeigen, dass die Endothelfunktionen in Begleitung von internistischen
Begleiterkrankungen abnehmen, so dass es z.B. zu Gefallverdnderungen bei
Niereninsuffizienz bzw. Hypertonus kommt [Busse, 1996, Hausberg, 2000, Puddu,
2000]; oder etwa bei endokrinologischen Begleiterkrankungen wie z.B. Diabetes Typ
I und Typ Il eine endotheliale Dysfunktion auftritt [de Vriese, 2000, Dogra, 2001]
Ahnlich auch beim priméaren Hyperparathyreoidismus.

Degenerative  Prozesse bewirken eine Endothelzelldysfunktion, die mit
endzindlichen Zelladhdsionen, Kumulation von zelluldren und Matrixelementen
einhergehen, die zu fibrozelluldren Plaques fiihren [Schwartz, 1997]. Die
entscheidende Rolle des dysfunktionalen Gefallendothels fur das Auftreten von
Frahverschliissen und Reststenosen ist durch aussagekraftige Studien belegt. In der
vorliegenden Studie wurde der EinfluB zweier Losungen wahrend der Lagerungszeit
von Venentransplantationen bezuglich der Endothelschaden mit direkten
Nachweismethoden wie der Rasterelektronenmikroskopie qualifiziert und
quantifiziert. Im Ergebnis scheint autologes Blut sich besser fur die Lagerung von

humanem Venenmaterial zu eignen als die salinische Lésung. Dies wird besonders
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im Kklinisch relevanten Zeitraum von 48-72 Stunden deutlich. Die Endotheldefekte,
die bis zum Abldésen und Aufrollen des Endothelrasens bei Ringer-Venen gefiihrt
haben, scheinen weniger im Blutplasma aufzutreten als in einer rein salinischen
Losung. Entsprechend unseren Ergebnissen konnte in einer Studie festgehalten
werden, dass sich heparinisiertes Eigenblut gut fiir die Preservation von Endothelien
sowie den Erhalt der kontraktilen Funktion eignet [Chong, 2001]. In einer weiteren
durchgefuhrten Studie an Umbilikalvenen konnte aufgezeigt werden, dass salzhaltige
Losungen schon nach 6 Stunden Konservierunsgzeit zu Strukturverdnderungen der
Mitochondrien, des endoplasmatischen Retikulums, des Nukleus sowie des
Cytoskeletts gefuhrt haben [Eberl, 1999].

Anmerken muf man jedoch ,dass nicht allein das Konservierungsmedium flr den
Erhalt der Endothelschicht des Transplantates verantwortlich ist, sondern auch die
Lagerung bei kalten Temperaturen (4 °C) tber 2 Wochen ein wichtiger Faktor flr
den Erhaltungszustand ist [Yang, 1999]. Dies konnte in vielen wissenschaftlichen
Studien bewiesen werden.

Analog zu anderen geflihrten Studien zeigt unsere Studie auf, wie wichtig die
Lagerungsbedingung sowie die Auswahl der Konservierungslosung bezuglich der
Endothelintaktheit der Venensegmente ist. Die endotheliale Zellintegritat ist
demnach von enormer Bedeutung fiir die GefaRrekonstruktion und —transplantation
[van Leeuwen, 2000]. Daher ist es wichtig, den EinfluR von Konservierungslosungen
auf den Endothelzustand zu kennen [Welz, 1991] und in den klinischen Alltag
einflieBen zu lassen, um das Risiko eines thrombotischen Ereignisses mit
konsekutivem Verlust des Transplantates zu reduzieren.

Da eine Reihe von Venensegmenten die unter Material und Methoden dargelegten
Voraussetzungen nicht erfullten, d.h. keine initiale Kontraktilitat zeigten, verworfen
werden mussten, vermuten wir, dass ein suboptimal préapariertes Venensegment auch
eine Reihe von morphologischen und funktionellen Schéden aufweisen kann
[Davies, 1994]. Ebenso wurden Venen ausgeschlossen, die bereits in der Initialphase
kein Endothel aufwiesen. Dies flhren wir auf perioperativ entstandene

Mikrotraumen zurtick.
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Die Endothelzellen sind auch an der Auslésung von Immunreaktionen bei
Allotransplantaten beteiligt. Sie kdnnen sehr effizient primére und sekundéare Signale
in T-Zellen auslésen [Wagner, 1994, Bergan 1999, Ikonen, 2000].

5.8  Verwendung anderer Konservierungslosungen

Neben der Kryokonservierung wurden viele Anstrengungen unternommen,
alternative Lagerungsmedien zu erforschen, die bessere Resultate bezlglich des
Erhaltungszustandes des Transplantationsgewebes liefern sollten.

In den letzen Jahren wurden diesbezuglich verschiedene Ldsungen untersucht.

Dazu z&hlten u.a. die University of Wisconsin (UW - Belzer), EuroCollins, histidine-
tryptophane-ketoglutarate (HTK), Celsior, St. Thomas, Krebs-Henseleit sowie
salinische Losungen.

Entsprechend unseren Ergebnissen lasst sich in vielen Studien belegen, dass sich
salinische Ldsungen nicht fir die Konservierung von zelluldren und subzelluldren
Strukturen eignen. Auch im Rahmen einer medizinischen Dissertation (Heinrich
Heine Universitat Dusseldorf) durchgeflihrten experimentellen Studie im Jahr 2002
mit der selben Methodik und der selben Zielsetzung, jedoch mit unterschiedlichen
Losungen (UW-Belzer versus HTK-Brettschneider) scheint UW-Belzer am geeig-
netesten zu sein [Bas, 2002]. Darin wird die Lagerung der GeféaRtransplantate fir den
Zeitraum bis zu 48 h in UW-Belzer empfohlen. Auch in anderen Studien heif3t es,
dass die Erhaltung glattmuskulérer Strukturen sowie der Endothelfunktion bei UW-
Belzer Dbesser sind, als in den vergleichbaren EuroCollins und Ringer- Ldsung
[Kanazawa, 1999], bei sehr gutem Erhalt der glattmuskuldren Zellfunktionen und
einer nichtsignifikanten Abschwéchung der EDR auf Acetylcholin [Anastasiou,
1997]. Paral und Ferko kamen ebenfalls zu der Ansicht, dass die UW-Belzer Ldsung
das bessere Konservierungsmedium sei [Paral, 2000]. Im Vergleich des autologen
Blutes mit salinischer Losung NaCl wird berichtet, dass es keine statistisch
signifikanten Unterschiede [Cartier, 1995] bei einer 60-minitigen Konservierungs-

zeit gibt. Unsere Ergebnisse sowie die histomorphologische Untersuchung belegen,
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dass bei einer Konservierungszeit Uber 48 Stunden hinaus, doch Unterschiede zu
verzeichnen sind. In Studien, in der die Toxizitat der Organkonservierungslésungen
auf das Endothel untersucht wurde, schnitt die UW-Lésung beziglich der
Zellprotektion noch vor der EuroCollins oder der salinischen HTK bzw. Hank-
Losung ab, welches somit die Verlangerung der Lebensfahigkeit des Transplantates
bedeuten konnte [Killinger, 1992].

Celsior, eine antioxidative, nicht-salinische, sogenannte cold-storage Ldsung, die zu
der Gruppe der neuen Konservierungslosungen gehért und in den USA die Zulassung
als Konservierungsldsung fiir Herztransplantate erhalten hat (1999), vermag auch in
der Lungenpreservation bessere Ergebnisse zu liefern als UW oder EuroCollins
[Roberts, 1999, Wittwer, 1999]. Auch in der Konservierung der Endothelstrukturen
scheint die Celsior-Losung im Vergleich zu den Kontrollgruppen vorteilhafter zu
sein. Die G-Protein vermittelte, endothelabhéngige Vasorelaxation - folglich auch die
Endothelfunktion - scheint sich bei in Celsior gelagerten Koronararterien besser zu
erhalten, als in der verglichenen salinischen Ldsung [Perrault, 2001]. Es liegen
jedoch leider keine Ergebnisse Uber die Vena saphena magna vor, so dass man
Vergleiche ziehen konnte.

Wahrend vielversprechende Ergebnisse tber UW-Ldsung bzw. Celsior vertffentlicht
werden, mu dennoch angemerkt werden, dass auch diese Lagerungsmedien im
Sinne einer Struktur- und Funktionserhaltung nur suboptimal geeignet sind.

Bei all den gegenwértigen Bemiihungen, die morphologischen Destruktionen der
Endothelien und die der glattmuskuldren Strukturen so niedrig wie moglich zu
halten, stofit man doch auf Zellverdnderungen und Funktionseinschrankungen
seitens des zu konservierenden Transplantates [Cavallari, 1997, Mingoli, 1998],
selbst nach kurzen Konservierungszeiten wie 3h.

Es treten signifikante morphologische Zerstérungen des Endotheliums auf, die als
lagerungsbedingte Probleme angesehen werden kdnnen [Yang, 1999].

Wichtig scheint zudem, dass die Losungen, die in ihrer Zusammensetzung dem
Bluplasma &hneln, die Zellhyperplasie unterbinden [Davies, 1994] und die
biochemischen Parameter nicht negativ beeinflussen. Der negative Einfluss der

verschiedenen Lagerungsmedien auf den NAD- und ATP-Haushalt und die daraus
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resultierenden DNA-Destruktionen konnte signifikant anhand von Vergleichsstudien
zwischen UW - Belzer und EuroCollins Lésungen nachgewiesen werden [Warnick,
1992]. Diese negativen Faktoren sollten bei der Entwicklung neuerer
Konservierungslosungen bedacht werden.

Weiterhin scheint es eine Rolle zu spielen, in welchem Behalter die Gefélie gelagert
werden. So wird in einer hollandischen Studie beschrieben, dass die Lagerung in
Glasflaschen sich besser eignet, als entsprechende Plastikbehéltnisse, die die
Endothelschichtabdeckung weniger negativ beeinflussen [van Leeuwen, 2000].

Unter Berticksichtigung all dieser Faktoren konnte die Erhaltung der glattmukularen
Strukturen sowie der Endothelschicht und ihrer Funktion auf mehreren Ebenen
verbessert werden.

Leider ist es bis heute nicht gelungen, das optimale Lagerungsmedium zu finden.
Dies gilt sowohl fiur perioperative Lagerungen als auch fir Kklinisch relevante
Konservierungszeiten, so dass es hier gilt, verbesserte Lagerungstechniken zu
entwickeln [Killinger, 1992].

5.9 Blick in die Zukunft

An mehreren Ansatzen wird heute intensiv geforscht, um den Mangel an Organen zu
uberwinden. Neben der Schaffung kiinstlicher Organe wird auch intensiv im Bereich
der Xenotransplantation geforscht [Ljung, 1995]. In die Schlagzeilen riickten Ende
1998 die Stammzellen, aus denen in Zukunft vielleicht Organe geziichtet werden
konnten [Ferber, 2000]. Keine der denkbaren Alternativen zur Organspende,
inklusive der Xenotransplantation, steht unmittelbar vor dem klinischen Durchbruch.
Bereits praktiziert wird die Transplantation von Stammzellen aus Nabelschnurblut.

Die heute verfiigbaren Immunsuppressiva wirken noch immer unselektiv auf die
T-Zellen und haben zum Teil betrdchtliche Nebenwirkungen. Es werden nicht nur
die gegen das Transplantat gerichteten Abwehrzellen geschwacht, sondern auch
diejenigen, die den Korper vor Infektionserregern schiitzen. So kdnnen sich

endogene wie exogene Infektionen ungehemmt ausbreiten [Disney, 1992]. Die
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Haupttodesursachen bei transplantierten Patienten sind daher Infektionen. Eine
Hauptaufgabe der Forschung im Bereich der Transplantationsmedizin ist deshalb die
Entwicklung besserer, selektiverer Immunsuppressiva [Vella, 1997; Paul, 1999].
1997 wurde der erste gentechnisch hergestellte, monoklonale Antikdrper gegen
Abstossungsreaktionen bei Nierentransplantationen eingefuhrt [Vella, 1998].
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6 Zusammenfasung

Postmortale Venenpréparate spielen gegenwartig im Rahmen allogener Gefal-
transplantationen im klinischen Alltag eine zentrale Rolle. Erste Versuche auf diesem
Gebiet zu Beginn des 20. Jh. scheiterten, neben technischen Problemen, an der
damals unbekannten und unbehandelbaren Antigenitat der Gewebe. Die neueren
Forschungsergebnisse zur Transplantationsmedizin und Immunologie flhrten zu der
Erkenntnis, dass auch allogene Venentransplantate eine behandlungsbediirftige Anti-
genitat besitzen.

Die Einfiihrung einer konsequenten und adaquaten Immunsupression hat die
Transplantationsresultate wesentlich verbessert, so dass nicht nur die Komplikations-
rate gesenkt, sondern auch die Offenheitsrate auf aktuell 80% nach 2 Jahren ver-
bessert werden konnte. Somit unterscheiden sich die Erfolge bei Verwendung allo-
gener Venentransplantate und adaquater Immunsuppression kaum mehr von denen
der autologen Transplantation. Die allogene Venentransplantation kann klinisch bei
Fehlen eigener geeigneter Venen empfohlen werden. Ein wesentliches Problem der
allogenen Venentransplantation bleibt jedoch die Frage nach der optimalen
Konservierung und Preservation der Préparate bis zum OP-Termin, so dass ein mog-
licher Funktionsverlust weitgehend vermieden werden kann.

In einer von Langhammer 1987 (Universitat Dusseldorf) durchgefihrten Studie
konnte nachgewiesen werden, dass neben autologem Blut nur Konservierungs-
I6sungen mit niedrigem Gehalt an Natriumionen einen befriedigenden Erhaltungs-
stand des Venentransplantats gewahrleisten. Die Methodik dieser Studie beschrénkte
sich allerdings auf die pH-Messung des Endothels als Ausdruck von vitalen Stoff-
wechselvorgéngen und einer histomorphologischen Analyse.

Das Ziel unserer Studie war die Kl&rung des bestmdglichen Erhaltungszustandes und
des daraus resultierenden optimalen Zeitintervalles zwischen Entnahme und
Transplantation des allogenen Venentransplantates. Dabei sollte der unterschiedliche
EinfluR der salinen Ringer-Ldsung und des autologen Blutes auf die VVasokontraktion
und die endothelabh&ngige GefaRrelaxation (EDR) aufgezeigt werden. Hierzu sind
die Konservierungsmedien ( Ringer (Braun®), heparinisiertes autologes Eigenblut )
sowie die Lagerungsbedingungen gepriift worden. Zur Préparation der isolierten
humanen VSM wurden Restvenen, die im Rahmen kardiovaskuldrer Operationen

55



Zusammenfassung

verblieben, verwandt. Eine Differenzierung der Venen nach Erkrankung des Spen-
ders wurde nicht vorgenommen. Es konnte lediglich bei verwendeten Venen die
Begleiterkrankung Diabetes mellitus ausgeschlossen werden. Nach erfolgreicher
koronarer Bypass-Operation wurde die tbriggebliebene Restvene (i.d.R. 2-7cm lange
Segmente) in einen Plastikbehélter verbracht, der 35 ml Konservierungslésung
(Ringer-Losung bzw. autologes Blut) enthielt und bei ca. 4-8° Celsius unter
Lichtprotektion gelagert wurde. Die Erfassung der vaskuldren Funktion erfolgte
sofort nach Ubergabe 3h (Nullwert ~ 3h nach der operativen Entnahme) bzw. nach
24h, 48h, 72h und 96 h Konservierungszeit. Zur Durchfiihrung der Funktionstests
wurden jeweils 3-4 mm lange Abschnitte von dem Hauptstiick abgetrennt und in
Organbadern mittels carbogen-begaster Krebs-Henseleit-Losung (37°C, pH 7,4) 60
min unter 1g Vorspannung daquilibriert. Wé&hrend der gesamten Praparationszeit
wurde zum Schutz des endothelialen Zellgewebes mechanischer Strel} durch Dehnen,
Knicken oder Zusammendriicken vermieden. Die GefaRspannung wurde isometrisch
durch Dehnungsmelistreifen bestimmt. Die Prifung der vasokonstriktorischen
Funktion erfolgte durch rezeptorunabhéngige Stimulation mit 80 mM KCI und durch
rezeptorabhangige Stimulation mit Phenylephrin ( PE, 0.2 — 20 uM ). Die endothel-
abhédngige Relaxation wurde nach einer Vorkontraktion mit 0.2 uM PE mit 1 pM
Acetylcholin (ACH) geprift. Das experimentelle Protokoll war fir alle untersuchten
Venensegmente identisch. Die Ergebnisse unserer experimentellen Studie zeigen
hinsichtlich der rezeptorunabhangigen und a-adrenergen Stimulation deutlich, dass
die Lagerung explantierter und zur Transplantation vorgesehener humaner Venen zu
einem deutlichen Funktionsverlust nach 48 h fuhrt. Eindrucksvoll erscheint auch der
Verlust der Endothelfunktion. Dies dufllerte sich vor allem bei Lagerung der
explantierten Venen (ber einen Zeitraum von mehr als 48 Stunden. Nach diesem
Intervall verminderten sich insbesondere die kontraktile Antwort auf a-adrenerge
Stimulation und die rezeptorunabhangige Gefalmuskelkontraktion. Auch in den
REM-Aufnahmen des Endothels dokumentierte sich der progrediente Endothel-
verlust Uber die Zeit. Desweiteren zeigte sich, dass die Funktionsminderung durch
Lagerung von der Aufbewahrungslésung nur in geringem Malle abhangig ist.
Autologes Blut erwies sich im Gesamten aber gegenuber der Ringer Lésung als

vorteilhaft.
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Konservierung und Preservation venoser Allotransplantate mit Eigenblut und
Ringer-Laktat-L6sung
Muharrem Saklak

Einleitung: Die Bedeutung allogener Venentransplantate in der GefaRchirurgie hat durch
die stark verbesserte Immuntherapie in den letzten Jahren zugenommen. Ein Kernproblem
bleibt die Frage nach der optimalen Konservierung des Transplantates bis zum
Operationstermin. Eine geeignete Konservierungslosung sollte den Funktionsverlust des
Venenendothels auf ein Minimum beschranken. Wir verglichen in unserer Studie autologes
Blut und Ringer-Loésung hinsichtlich der Fahigkeiten, die Kontraktilitat des GeféalRes zu
erhalten und ein gutes histomorphologisches Resultat zu erzielen.

Material und Methodik: Intraoperativ entnommene humane Vena saphena magna
Segmente wurden in Ringer-Losung (n=12) bzw. autologem Blut (n=13) furr 3h, 24h, 48h,
72h, und 96h bei 4-8°C unter LichtausschluR aufbewahrt. Zu jedem Zeitpunkt wurde ein
Venensegment im oxygenierten Krebs-Henseleit-Puffer Organbad (37°C, 1g Zug) auf
vasokonstriktive Aktivitdt durch KCI (80uM) und Phenylephrin Gabe (PE) getestet. Die
endothelabhéngige Vasorelaxation (EDR) wurde nach Vorkontraktion bei 0,2uM PE mit
1uM ACH getestet. Desweiteren wurde zu jedem Messzeitpunkt ein Venensegment
feinprépariert und in 2,5%iger Glutaraldehyd-Lésung fixiert. AnschlieBend wurde im
Rasterelektronenmikroskop (REM) der histomorphologische Endothelzustand beurteilt.
Ergebnisse: Unter KCI-Gabe zeigte die Vasokonstriktion initial keinen Unterschied
zwischen Ringer und autologem Blut. Nach 72h war die VVasokonstriktion in Ringer (22,54
%, n=11) signifikant gegenlber autologem Eigenblut (73,41 %, n=12) erniedrigt. Nach
96h ergaben sich fir Venen in Eigenblut (62,45 %, n=11) ebenfalls deutlich bessere
kontraktile Eigenschaften als fur Ringer-Venen (8,22%, n=11). Die rezeptorabhéngige
Kontraktion mit PE zeigte fir alle verwandten Dosen keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den Lésungen. In unseren Ergebnissen konnten wir feststellen, dass
die kontraktile Antwort, sowohl der in Eigenblut gelagerten Venen, als auch bei den in
Ringer gelagerten Venen, vergleichbar bei 0,2uM und 2 uM PE war. In absoluten Zahlen
zeichnete sich ein leichter Vorteil fir Eigenblut-Venen ohne den statistischen Nachweis
eines signifikanten Unterschieds. Wir konnten lediglich einen signifikanten Unterschied
(p<0,05) fur die Abnahme der Kontraktilitat bei Vergleich beider Losungen mit 20 pM PE
nach 72 h (Ringer: 11,28 + 3,8 mN, n=11, Eigenblut: 32,57 + 13,44 mN, n=11) und 96 h
(Ringer: 6,38 + 2,75 mN, n=11, Eigenblut: 25,90 + 11,09 mN, n=11) (ber die
Konservierungszeit hinweg beobachten, was vermutlich durch die Aktivierung von a2-
Rezeptoren zu erkldren ist. Bei keiner der Ringer-Venen war nach 48h EDR ausldsbar,
wohingegen unter Eigenblut-Venen eine EDR bei 3 der 5 Prdparate sogar nach 72 h
nachweisbar war. Histomorphologisch begutachtet zeigen Ringer-Venen bereits nach 3h
auftretende  Endothelldsionen.  Insgesamt erzielen  Eigenblut-Venen  Uber das
Lagerungsintervall histologisch bessere Resultate.

Diskussion: Die Konservierung explantierter und zur Transplantation vorgesehener
humaner Venen fuhrt zu einem Verlust der Endothelfunktion. Dies dufRerte sich vor allem
bei Lagerung Uber einem Zeitraum von mehr als 72 Stunden. Hiernach verminderten sich
insbesondere die kontraktile Antwort auf o-adrenerge  Stimulation und die
rezeptorunabhangige Gefalmuskelkontraktion. Auch in den REM-Aufnahmen des
Endothels dokumentierte sich der Endothelverlust Gber die Zeit. Es zeigt sich, dass die
Funktionsminderung durch Lagerung von der Aufbewahrungsldsung nur in geringem Mal3e
abhangig ist. Autologes Blut erweist sich insgesamt aber gegenuber der Ringer Losung als
vorteilhaft.
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