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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen mit weltweit geschatzten 17,5 Millionen Toten im
Jahr 2012 die haufigste aller Todesursachen dar (World Health Organization, 2014).
Hiervon wiederum bildet die Koronare Herzkrankheit (KHK) mit circa 7,4 Millionen
Todesféllen den gréften Anteil (World Health Organization, 2014). In Deutschland
verstarben im Jahr 2013 knapp 184.000 Menschen an den Folgen der KHK, was einem
Anteil von ca. 21% aller Todesfalle entsprach (Statistisches Bundesamt, 2014). Nach
neusten Vorhersagen der World Health Organization (WHO) wird die Inzidenz fir
kardiovaskulare Erkrankungen zudem in den nachsten Jahren weltweit und besonders

auf dem afrikanischen Kontinent weiter steigen (World Health Organization, 2010).

Als Folge der KHK kommt es haufig zum Myokardinfarkt (Ml). Durch die verbesserte
Therapie der KHK konnte die Mortalitat in den letzten Jahrzehnten jedoch stetig
gesenkt und seit 1980 sogar halbiert werden (Deutsche Herzstiftung, 2013). Neben der
verbesserten medikamentosen Therapie stellt die Entwicklung der perkutanen
transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) eine wichtige Rolle in der Pravention und
Therapie des Myokardinfarkts dar. Hierdurch wurde die koronare Bypass Operation
(CABG, coronary artery bypass grafting), welche bis dahin als Goldstandard in der
Therapie der KHK galt, vor allem in der Akuttherapie abgeldost. Beide Verfahren,
sowohl PTCA als auch CABG, dienen bei bestehender KHK der Vermeidung eines MI.
In zahlreichen Studien wurde die Indikation fur das jeweilige Verfahren untersucht.
Hierbei zeigte sich die CABG bei komplexer KHK wie einer Drei-Gefa-KHK oder bei
Hauptstammbeteiligung als vorteilhaft gegeniber der PTCA (siehe Tabelle 1 in
Kapitel 1.1) (Windecker et al., 2014).

Trotz vermehrtem Einsatz arterieller GefalRe zur Bypassversorgung wird die Vena
saphena magna (VSM) weiterhin in knapp 80% aller Bypassoperationen verwendet
(AQUA, 2015). Dies ist auf die jahrelangen Erfahrungswerte mit der VSM als
Bypassgefall und ihre einfache Entnahme sowie gute Verfiigbarkeit zurlickzufihren.
Jedoch zeigen mehrere Studien eine verminderte Offenheitsrate im Vergleich zu
arteriellen Bypassen. So wird die 10-Jahres Offenheitsrate der VSM zwischen 32-71%
angegeben, wahrend im Vergleich bei einem Bypass mit der A. thoracica interna
sinistra (LIMA) nach 10-Jahren noch eine Offenheitsrate von 88-95% beschrieben wird

(Windecker et al., 2014). Der Nachteil ventser Bypasse in den Langzeitergebnissen ist
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auf die Pathophysiologie der sog. Vein Graft Disease (VGD) zurtckzufuhren (siehe
Kapitel 1.2).

Eine der frihesten Ursachen fir eine Schadigung der Vene stellt die angewendete
intraoperative Entnahmetechnik dar (Dashwood et al., 2009). Diese hat sich seit den
Anféngen der Bypass-Chirurgie nicht sonderlich verandert und wird zumeist Uber einen
offenen chirurgischen Zugang und stumpfer Praparation durchgefuhrt. Wahrend der
Praparation wird die Vene mit einer Flussigkeit, zumeist heparinisiertes Blut verdinnt
mit einer Kochsalz-Lésung (NaCl), gespult und gebldht um die Gefallabgange
darstellen und ligieren zu kénnen. Zudem wird hierdurch die Dichtigkeit Gberprift und
ein mdglicher Vasospasmus Uberwunden. Einige Studien konnten zeigen, dass die
Vene durch dieses Spulen sehr hohen Driicken von bis zu 600 mmHg ausgesetzt wird
(Li et al., 2014). Als Folge dieses hohen Splldrucks konnte neben einer Reduktion der
Vasoreaktivitat (Chong et al,, 2004) und einer gesteigerten Schadigung der
Endothelintegritat (Dumanski et al., 2007)(Khaleel et al., 2012)(Thatte and Khuri,
2001), eine verstarkte Expression von endothelialen Adh&sionsmolekiilen (Chello et al.,

2003) gezeigt werden.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde im Jahr 2010 eine drucklimitierende Spritze
(VASOSHIELD Druckregulierspritze, Maquet AG, Rastatt, D) entwickelt. Diese konnte
sich jedoch aufgrund der unklaren Studienlage im Kklinischen Alltag nicht
flachendeckend durchsetzen. Ziel dieser Arbeit ist daher die Untersuchung der
Auswirkung dieser drucklimitierenden Spritze auf die Qualitdt des vendsen

Bypassgefalles im Rahmen einer prospektiv randomisierten Studie.
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1.1 Die koronare Bypass-Operation

Das Prinzip der CABG beruht auf der Umgehung einer Stenose im Koronargefaf}
mithilfe eines anderen Gefalles. Bereits 1951 berichteten Vineberg und Miller tber die
Implantation der linken Arteria mammaria interna (LIMA) in das Myokard, die sog.
,Vineberg Prozedur® (Vineberg and Miller, 1951). Am 25. Februar 1964 war es Vasilii
Kolesov der in Leningrad den ersten aufgenahten koronararteriellen Bypass mit der A.
thoracica interna als Transplant auf den Ramus interventricularis anterior (RIVA)
durchfihrte (Olearchyk, 1988). Noch im November desselben Jahres gelang es einem
Team um Michael DeBakey und Edward Garrett die VSM als aorto-koronaren Bypass

in fortlaufender Nahttechnik zu verwenden (Garrett H et al., 1996).

Als Vater und Pionier der Bypass-Chirurgie gilt jedoch René Favaloro. Im Mai 1967
konnte er erfolgreich einen Bypass der A. coronaria dextra (RCA, right coronary artery)
mithilfe der VSM in End-zu-End-Technik durchfiihren (Favaloro, 1983). Er war der
erste, der systematisch vorging und uber die Jahre reproduzierbare Ergebnisse
hervorbrachte. So konnte er bereits bis Oktober 1967 180 Patienten mit einer VSM als
Transplantat versorgen (Buxton and Galvin, 2013). Innerhalb von 4 Jahren operierte er
Uber 2000 Patienten, bei einer Mortalitat von lediglich um die 3%, und leitete hierdurch

die moderne Koronarchirurgie ein (Favaloro, 1971).

In den spaten 1970er und frihen 1980er Jahren wurden erste Studien vorgestellt, die
die Uberlegenheit der CABG gegeniiber der medikamentésen Therapie zeigten. So
konnte die European Coronary Surgery Studie (ECSS, 1979) bei Vorliegen einer Drei-
GefaR-KHK eine signifikant bessere Uberlebensrate nach einer CABG belegen
(Varnauskas et al., 1979). Die CASS-Studie (Coronary Artery Surgery Study, 1981)
bestatigten diese ersten Ergebnisse mit einer geringeren Mortalitdt nach CABG nach
5, 7 und 10 Jahren (Yusuf et al., 1994). Dieser Uberlebensvorteil, war bei Beteiligung
des linken Hauptstamms sowie bei KHK-Patienten mit hohem Risiko fiir einen MI am
starksten ausgepragt. Erst mit Einfiihrung und Etablierung der PTCA entwickelte sich
eine Alternative zur CABG. So kam es trotz eines Anstiegs der Pravalenz der KHK und
einer Verbesserung der Operationstechniken zu einem Riickgang der CABG Zahlen. In
Deutschland wurden im Jahr 2013 insgesamt 54.262 CABG bei einer Gesamt-
Mortalitat von 2,9% durchgefuhrt (Funkat et al., 2014).

Beim Vergleich der beiden invasiven Therapieoptionen in der SYNTAX-Studie ergab
sich eine Uberlegenheit der CABG bei komplexen Koronarlasionen (Mohr et al., 2013).

Fir die CABG zeigten sich bei einer Drei-GefaR-KHK oder Beteiligung des linken
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Hauptstamms signifikant geringere Raten eines MI (3,8% vs. 9,7%, p < 0,0001) oder
einer erneuten Revaskularisation (13,7% vs. 25,9%, p <0,0001), sodass hier zu
Gunsten einer CABG auf eine PTCA verzichtet werden sollte (Mohr et al., 2013).

Eine Zusammenfassung der Indikationen zur CABG oder PTCA bei stabiler KHK

(SCAD, stable coronary artery disease) kann folgender Tabelle entnommen werden:

" CABG PTCA
LI G T AL Evidenzklasse | Evidenzklasse
1- oder 2-GefaBR-KHK ohne prox. RIVA-Stenose llb

1- oder 2-GefaR-KHK mit prox. RIVA-Stenose
Hauptstammstenose, SYNTAX-Score < 22
Hauptstammstenose, SYNTAX-Score 23-32
Hauptstammstenose, SYNTAX-Score > 32
3-GefaB-KHK, SYNTAX-Score < 22
3-GefaB-KHK, SYNTAX-Score 23-32
3-GefaB-KHK, SYNTAX-Score > 32

Tabelle 1: Indikation zur Revaskularisationstherapie bei SCAD nach Evidenzklasse

Evidenzklasse | = absolute Indikation; Evidenz aufgrund einer systematischen Ubersichtsarbeit
randomisierter/kontrollierter Studien (evil. mit Metaanalyse) oder aufgrund mindestens einer hoch
qualitativen randomisierten/kontrollierten Studie. ; Evidenz aufgrund
mindestens einer gut angelegten/kontrollierten Studie ohne Randomisierung oder aufgrund einer gut
angelegten, quasi-experimentellen Studie. Evidenzklasse lll = keine Empfehlung; Evidenz aufgrund gut
angelegter/nicht experimenteller deskriptiver Studien. (nach Windecker et al. (2014). 2014 ESC/EACTS
Guidelines on myocardial revascularization. Eur. Heart J. 35, 2541-2619.)

RIVA = Ramus interventricularis anterior; CABG = Bypass-Operation; PTCA = Perkutane transluminale
Koronarangioplastie; KHK = Koronare Herzkrankheit.

Syntax-Score: Mit diesem Score kdénnen in 11 Schritten die anatomischen Gegebenheiten in den
Koronararterien sowie klinische Faktoren (wie Alter, Geschlecht, Kreatinin Clearance) mit einbezogen
werden um eine Langzeit-Vorhersage fiir schwere kardiale und zerebrovaskulare Ereignisse wie Tod, M,
Apoplex und erneute Revaskularisation zu treffen (Sianos et al., 2005)(Farooq et al., 2013).

1.1.1  Ablauf der CABG

Prinzipiell gibt es verschiedene Varianten einer CABG. So erfolgt die klassische
Bypass-Operation Uber eine mediane Thorakotomie, wahrend minimal invasive
Verfahren nur bei bestimmten Indikationen durchgefiihrt werden kénnen. Es kénnen
hierbei sowohl arterielle oder vendse Grafts als Bypasse aufgenaht werden. Deren
Praparation und Entnahme kann entweder endoskopisch oder offen erfolgen. Bei
Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine (HLM) spricht man von einer sog. ,on-
pump“ CABG (ONCAB). Hierbei wird mittels kardioplegischer Ldsung ein
mechanischer Stillstand des Herzens erreicht, wahrend der Koérperkreislauf Uber die
HLM erhalten wird. Alternativ kann eine Bypass-OP auch ohne extrakorporale

Blutzirkulation im sog. ,off-pump* Verfahren (OPCAB) durchgefiihrt werden.
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1.1.2 Transplantate zur CABG

Prinzipiell stehen fiir die CABG verschiedene Gefalle als Bypassgefall zur Verfigung.
Neben arteriellen GefalRen wie der IMA (A. thoracica interna, internal mammary artery)
und der Arteria radialis (RA, radial artery) werden ebenso ventse Gefale, vor allem
die VSM, verwendet. Die Entnahme der Gefalie erfolgt wie im Rahmen dieser Studie

zumeinst offen und wird in Kapitel 2.4 genauer beschrieben.

Wahrend einer CABG werden in der Regel mehrere Bypasse, zumeist 2 oder 3
Bypasse (41% und 40%), gefolgt von 4 Bypassen (10%) aufgenaht (AQUA, 2015).

Aufgrund der Anzahl an Bypassen werden fir eine CABG zumeist mehrere
Transplantatgefalle bendtigt. In Deutschland wurde die LIMA (left internal mammary
artery) bei 93% aller CABG verwendet, gefolgt von der VSM (77%), der RIMA (22%,
right internal mammary artery) und RA (9%) (AQUA, 2015). In Studien konnte eine
statistisch signifikante Uberlegenheit der IMA gegenlber venésen Transplantaten
gezeigt werden. Vorallem bei 1-Gefal-KHK des RIVA und bei Vorliegen einer 2- und 3-
GefaR-KHK ergaben sich signifikant hdhere Uberlebensraten nach 10 Jahren
(Loop et al., 1986)(Boylan et al., 1994). Der LIMA-RIVA-Bypass gilt heute im Rahmen
einer CABG als Goldstandard bei KHK der RIVA (Windecker et al., 2014). Ursachlich
fur diese Uberlegenheit der IMA gegeniiber anderen GefalRen ist die verlangsamte
Entwicklung von Atherosklerose. Diese wiederrum wird durch besondere strukturelle
Gegebenheiten der Endothelzellschicht, wie z.B. eine geringere interzellulare
Permeabilitat, einen grofleren Anteil an anti-thrombotischen Molekilen und eine
gesteigerten eNOS-Produktion (endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase) bedingt
(Otsuka et al., 2013).

Neben arteriellen Bypassen kdénnen ebenfalls autologe vendse Gefalke zur CABG
verwendet werden. Praktische Anwendung findet hierbei fast nur die VSM. In der Regel
wird ein VSM-Bypass nur bei Mehrgefal3-KHK mit Bedarf flir multiple Bypasse oder
Ausschépfung aller arterieller Transplantate eingesetzt. Dies erklart sich durch die
unterlegenen Kurz- als auch Langzeitergebnissen der VSM im Vergleich zur RA oder
IMA (siehe Tabelle 2). So ist die Verschlussrate der VSM im Vergleich zur IMA
zweifach erhéht (Gansera et al., 2007). In der weiteren Literatur zeigte sich ebenfalls
eine deutliche Unterlegenheit der VSM gegenlber der RA (Cao et al., 2013). Bereits
nach 5 Jahren zeigt sich bei 19,7% ein funktioneller Verschluss der VSM, wahrend die
RA lediglich in 12% eine Stenose aufweist (Deb et al., 2012). In der Prevent IV-Studie

trat bei ca. 45% ein Transplantatversagen der VSM nach 12 bis 18 Monaten auf
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(Alexander et al., 2005). Nach 15 Jahren betragt die Offenheitsrate der VSM lediglich
50,7% und bildet somit den schlechtesten Wert im Vergleich zur LIMA, RIMA oder RA
(Tatoulis et al., 2011). Ursachlich fur die schlechten Kurz- und Langzeitergebnisse der
VSM nach CABG sind die Veranderungen und Umbauprozesse, die mit dem Begriff

,Vein Graft Disease“ bezeichnet werden (siehe Kapitel 1.2).

Obwohl die aktuelle Studienlage somit eine komplett arterielle Revaskularisation
befirwortet, wurde in Deutschland im Jahr 2014 immer noch bei 76,6% aller
implantierten Transplantate ein vendses Gefall als Bypass verwendet (AQUA, 2015).
Dies ist vor allem auf die langen Erfahrungswerte mit der VSM sowie deren einfache

chirurgische Entnahme und Verflgbarkeit zurtickzufuhren.

In folgender Tabelle sind die Durchgangigkeit der verschiedenen Transplantate bis zu

15 Jahren nach CABG angegeben.

Durchgéangigkeit [%)]

Transplantat 1 Jahr 4-5 Jahre 210 Jahre
LIMA >95% 90-95% 88-95%
RIMA >95% >90% 65-90%

RA 92-96% 90% 63-83%
VSM 75-95% 65-85% 32-71%

Tabelle 2: Durchgéngigkeit [%] der verschiedenen Transplantate nach CABG. (nach Windecker et al.
(2014). 2014 ESC/EACTS Guidelines on myocardial revascularization. Eur. Heart J. 35, 2541-2619.)

1.2 Vein Graft Disease

Unter der Vein Graft Disease (VGD) versteht man die pathophysiologischen
Veranderungen der VSM, welche durch Benutzung einer VSM als Bypassgefal
auftreten. Hierdurch Iasst sich das kurz- und langfristige Versagen des Transplantats,

sowie die schlechtere Offenheitsrate der VSM erklaren.

Nur wenige Jahre nach den ersten erfolgreichen CABG am Menschen war bereits
absehbar, dass die VSM anféllig fur ein Transplantatversagen war. So konnten Marti et
al. bereits 1971 erstmals eine Thrombosierung sowie eine Verdickung der Tunica
intima und Tunica media der VSM beschreiben (Marti et al., 1971). Im Verlauf der
Jahre konnte durch den verbreiteten Einsatz der VSM vermehrt das Versagen des
Bypass beobachtet werden. So kommt es bereits in bis zu 12% der Falle direkt nach

CABG zu einer akuten Thrombose, mit steigender Tendenz einer Stenose im Laufe der
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Zeit (20-50% nach 5 Jahren) (Favaloro, 1998)(Motwani and Topol, 1998). Ursachlich
hierfir ist die natirlich hohe Anpassungsfahigkeit vendser Gefale an das standig
schwankende vendse Blutvolumen. So sind die vergleichsweise dinne Gefalkwand
und die rasch einsetzenden Umbauprozesse pradisponierend fir die VGD (Muto et al.,
2010). Diese Anpassungsprozesse wurden in zahlreichen Studien untersucht und

vereinfacht in drei Phasen unterteilt:

* Initiale Phase (= akute Thrombose)
* Intermediare Phase (= Intima-Hyperplasie)

* Spéate Phase (= Atherosklerose)

Prinzipiell verlaufen die Anpassungsprozesse der verschiedenen Phasen Uberlappend,
sodass eine strikte Trennung nur aus didaktischen Grinden sinnvoll ist. Die initiale
Phase bezeichnet den Zeitraum bis zum 30. post-operativen Tag und ist durch
Ausbildung einer akuten Thrombose flr einen frihzeitigen Verschluss des Bypass
verantwortlich. Hieran schliet sich die intermediare Phase an, welche sich bis zu
einem Jahr nach CABG erstreckt. In dieser Phase steht die Hyperplasie der Tunica
intima im Vordergrund. Im Anschluss folgt die spate Phase, die fir ein spates
Transplantatversagen ursachlich ist und durch den Prozess der Atherosklerose

gekennzeichnet ist (Kim et al., 2013).

Das Transplantatversagen ist definiert als kompletter Bypass-Verschluss, Stenose >
70% des Lumens oder als erhebliche Lumenverengung in der CA (,String Sign®)
(Harskamp et al., 2013).

Es existieren mehrere pradisponierende Faktoren fir die VGD. Neben den klassischen
Risikofaktoren der Artherosklerose gibt es eine Reihe weiterer Faktoren welche als
fordernd fir die VGD gelten. So konnten Roth et al. zeigen, dass nach einem Jahr
Transplante mit einem gréfReren Lumendurchmesser deutlich héhere Offenheitsraten
zeigten als schmalerer GefalRe (Roth et al., 1979)(Cataldo et al., 1993). Das Zielgefal
spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle fiir die langfristige Durchgangigkeit des
Bypass. Cataldo et al. konnten nachweisen, dass Bypasse auf den RIVA signifikant
besser waren als vergleichsweise VSM-Interponate auf den RCX (Ramus
circumflexus) oder die RCA (Cataldo et al., 1993). Der Stenosegrad der nativen
Koronararterie hat ebenfalls einen Einfluss auf die Offenheitsrate (Roth et al., 1979).
Bei lediglich gering stenosierter Koronarie besteht ein noch ausgepragter kompetitiver
Blutfluss, welcher den Fluss durch das Bypassgefall verringert und hierdurch zur

einem Bypassverschluss fiihren kann.
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Weitere Studien konnten zudem zeigen, dass Frauen eine erhdhte perioperative
Morbiditdt und Mortalitdt nach CABG aufweisen. Loop et al. konnten nach 2 Jahren
einen signifikanten Unterschied in der Offenheitsrate der Bypasse gegenuber Mannern
feststellen (9 76,4% vs. & 83.1%, p < 0.001) (Loop et al., 1983). Die Ursache dieser
Verteilung wird in einem verhaltnismaRig kleineren Durchmesser der Koronararterien
vermutet (O’Connor et al., 1996). Das langfristige Uberleben nach 5 Jahren, 10 Jahren
(Loop et al., 1983) und 15 Jahren (Davis et al., 1995) war bei beiden Geschlechtern
jedoch ohne signifikanten Unterschied. Als mdgliche Ursache wird eine protektive

Funktion des Ostrogens angesehen (Sullivan et al., 1997).

Als weitere Risikofaktoren fur die VGD werden in letzter Zeit Lipoprotein (a) (Lp(a)),
Homocystein und Fibrinogen diskutiert (Motwani and Topol, 1998). Hoff et al. konnten
zeigen, dass mit schrittweiser Erhéhung des Lp(a) die Pravalenz der Stenose vendser
Bypasse entsprechend anstieg (Hoff et al., 1988). Homocystein gilt als isolierter
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer KHK und wird somit auch als Risikofaktoren flr
die Entwicklung der VGD angesehen (Eritsland et al., 1994). Fibrinogen wiederrum
fuhrt zu einer erhdéhten Plasmaviskositdt und zu einer gesteigerten
Thrombozytenaggegration und fordert somit das frGhe Bypassversagen (Meade,
1995)(Moor et al., 1994).

1.2.1 Akute Thrombose

Das frihe Transplantatversagen innerhalb des ersten Monats wird durch das Auftreten
einer akuten Thrombose verursacht und kommt bei 3% bis 12% aller VSM-Bypasse vor
(Motwani and Topol, 1998)(Manchio et al., 2005).

Die zugrunde liegenden Mechanismen fur die Ausbildung einer Thrombose sind
entsprechend der Virchow-Trias eine Veranderung der GefaRwand, eine veranderte
Strémungsgeschwindigkeit sowie eine veranderte Blutviskositat (Bagot and Arya,
2008). Den hauptverantwortlichen Mechanismus fiir ein friihes Transplantatversagen
stellt die Endothelverletzung dar (Manchio et al., 2005). Endothelzellen spielen eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der kardiovaskularen Homdostase. Sie sind
entscheidend fir die Membranpermeabilitat, den Lipidtransport, die Vasomotorik ber
die eNOS und inflammatorische Prozesse (Verrier and Boyle, 1996). Zudem regulieren
sie koagulatorische und fibrinolytische Prozesse (Thatte and Khuri, 2001). Die intra-
operative Praparation der VSM (z.B. Dehnung durch Spiilen, Schneiden und Annahen
als Bypass) kann somit durch eine Schadigung des Endothels den Ausgangspunkt der
VGD darstellen (Roubos et al., 1995).
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Zu Beginn der VGD kommt es durch die Praparation und Entnahme der VSM zu einer
Unterbindung der Blutversorgung Uber die Vasa vasorum und folglich zu einer Hypoxie
der GefaRwand (Harskamp et al., 2013). Diese Hypoxie fuhrt zu einer Ausschittung
von inflammatorischen Zytokinen (z.B. Interleukin IL-6 und IL-8) mit Funktionsverlust
des Endothels. Durch mechanische Irritationen wahrend der Praparation kommt es in
der Folge zu einem weiteren Endothelschaden (Thatte and Khuri, 2001). Hierauf folgt
die Adhédsion von Thrombozyten Uber das Adhéasionsmolekul CD31 (platelet
endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1) an die Gefallwand und in der Folge die
Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten (Epstein and Ross, 1999). Sie schitten
nun selbst pro-inflammatorische Zytokine und Proteasen aus, welche die
Endotheldysfunktion weiter verstarken. Parallel zur Thrombozytenadhasion binden
Leukozyten an Adhasionsmolekiile auf den Endothelzellen. Hierbei spielen besonders
Adhéasionsmolekile der Selektine (z.B. P-Selektin) und Immunglobuline der
Superfamilie wie z.B. intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1) eine tragende Rolle (Huo and Ley, 2001)(Crook et al.,
2008)(Jang et al., 1994).

Weiterhin erfolgt nach Schadigung der einzelligen Endothelzellschicht eine Freilegung
des Thromboplastins (auch: Tissue factor, Faktor Ill) in der subendothelialen
Gewebematrix und hieriber eine Aktivierung des extrinsischen Weges der
Gerinnungskaskade (Verrier and Boyle, 1996). Durch die Endothelverletzung
kommt es zu einer Reduktion des gewebespezifischen Plaminogenaktivators (auch:
tissue plasminogen activator, t-PA), welcher normalerweise Uber Aktivierung des
Plasmins eine fibrinolytische Wirkung entfaltet (Nachman and Silverstein, 1993). Eine
weitere prothrombotische Wirkung wird Uber eine bis zu 30% verringerte
Thrombomodulin-Aktivitat im Bereich des Endothelschadens ausgelést (Cook et al.,
1991). Dieses aktiviert normalerweise das Protein C und flhrt hieriber zu einem
antikoagulatorischen Effekt. Weiterhin begunstigend wirkt sich die hohe Sensitivitat der
Gefallwand im Bereich der Endothelverletzung fir die vasokonstriktive Substanz
Endothelin-1, Thromboxan A, (TXAz) und Angiotensin |l aus (Verrier and Boyle,
1996)(Thatte and Khuri, 2001)(Sellke et al., 1997)(Verrier and Boyle, 1996).

Ein weiterer Thrombose-begunstigender Faktor vendser Gefall im Vergleich zu
Arterien ist der geringe Gehalt von Heparinsulfat in der Tunica media und die diunne
Tunica elastica interna (Motwani and Topol, 1998). Heparin fiihrt normalerweise zu
einer Potenzierung der antithrombotischen Wirkung von Antithrombin Il (AT IlI).
Ebenso findet sich in Venen im Vergleich zu Arterien eine geringere Produktion von

NO und Prostazyklin (PGl,), welche beide als Hemmer der Thrombozytenaktivierung
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wirken (Thatte and Khuri, 2001). Durch GefaRirritationen bei der VSM-Entnahme
kommt es Uber die Endothelschadigung zu einer weiteren Reduktion der eNOS
(Dashwood et al., 2005)(Thatte and Khuri, 2001) und somit eine weiter verstarkten

Thrombozytenaggregation.

Die aktivierten  Thrombozyten sezernieren vasoaktive  Substanzen wie
Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Serotonin (5-HT), TXA; und
Plattchenaktivierenden Faktor (PAF), welche vaskokonstriktiv wirken und Uber eine
weitere Rekrutierung und Aktivierung von Thrombozyten einen raschen Progress der
VGD bewirken (Thatte and Khuri, 2001).

Ebenso beglnstigend fiir eine frihe Thrombose sind Venenklappen welche im
arteriellen Blutstrom zu Turbulenzen flihren und somit ebenfalls zu einer Schadigung
des Endothels fuhren kdénnen (Lajos et al., 2007)(Muto et al., 2010). Durch den
arteriellen Blutfluss im Bypass kommt es zu einer Dehnung der VSM und folglich zu
einem Abfall der mittleren FlieRgeschwindigkeit des Blutes mit Reduktion der
Scherkrafte. Dieser Abfall der Scherkrafte bewirkt schlieBlich eine reduzierte
Freisetzung der antithrombotischen Substanzen t-PA, NO und PG, (Motwani and
Topol, 1998).

1.2.2 Intima Hyperplasie

Unter Intima Hyperplasie versteht man die Akkumulation glatter Gefafldmuskulatur
(VSMC, vascular smooth muscle cells) und Extrazellularmatrix in der Tunica intima
eines GefalRes (Motwani and Topol, 1998). Dieser Prozess, der bereits nach 4 bis 6
Wochen bei fast allen vendsen Bypassen zu einer Verdickung der Intima mit
beginnender Stenosierung des Lumens um bis zu 25% fihrt, ist ein weiterer
Grundstein der VGD (Motwani and Topol, 1998).

Nach Mitra et al. wird die Ausbildung der Neointima in 5 Stadien eingeteilt:
Thrombozytenaktivierung, Inflammation, Aktivierung der Gerinnungskaskade, VSMC-
Migration und schlie8lich VSMC-Proliferation (Mitra et al., 2006). Die wichtigste Rolle
spielen jedoch die VSMC, welche durch Wachstumsfaktoren und Zytokine aktiviert
werden und dadurch aus der Tunica media in die Intima wandern. Auf ihrem Weg
durchlaufen die VSMC eine phanotypische Differenzierung von kontraktilen zu
synthetisierenden Muskelzellen (George and Johnson, 2010). In der Intima

angekommen, proliferieren die VSMC und beginnen extrazellulare Matrix zu
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synthetisieren, sodass es zu einer Hyperplasie der Intima mit nachfolgender

Lumeneinengung kommt.

Wahrend der ischdmischen Phase durch Unterbindung der Blutversorgung der VSM
Uber die Vasa vasorum bei operativer Entnahme wird die endotheliale Produktion
antiproliferativer Mediatoren wie PGIl, und Adenosin gedrosselt. Durch die Intima
Hyperplasie steigt der Sauerstoffbedarf jedoch zuséatzlich (Shukla and Jeremy, 2012).
Als Folge dieser Hypoxie entstehen vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS,
Superoxid-Radikale), welche direkt und indirekt Uber den Abbau von freigesetztem NO
die Proliferation und Migration von VSMC begunstigen (Rao and Berk, 1992)(Thatte
and Khuri, 2001)(Jeremy et al., 2002)(Muzaffar, 2005). Die hemmende Wirkung von
NO auf die Ausbildung einer Neointima durch Hemmung der VSMC-Proliferation und -
Migragtion konnte in einem Tiermodel von Ohta und Kollegen gezeigt werden (Ohta et
al., 2002).

Eine gesteigerte pulsatile Wandspannung unter arteriellem Blutfluss (arteriell 100
mmHg vs. vendés 10 mmHg) fuhrt zu Apoptose und folgender Zellproliferation
(Harskamp et al., 2013)(Liu et al., 2002). Zudem werden intimale Rezeptoren flr basic
fibroblast growth factor (bFGF), einem potenten Mitogen fir VSMC, hochreguliert
(Nguyen et al., 1994). Da sich Scherstress direkt proportional zum Blutfluss und
indirekt proportional zum GefalRdurchmesser verhalt, fihrt die Dehnung der VSM als
Bypass zu einem verlangsamten Blutfluss und somit zur Reduktion der Scherkrafte
(Thatte and Khuri, 2001). Dies wiederrum férdert die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren, wahrend Wachtstumsinhibitoren wie NO reduziert werden (Allaire
and Clowes, 1997) (Cox et al., 1991)(Thatte and Khuri, 2001).

Als Folge all dieser Veranderungen kommt es zu einer ausgepragten Proliferation
glatter Muskelzellen in der Intima und mittelfristig zu einem fibromuskularen Verschluss

des Gefalles.

1.2.3 Atherosklerose

Im Anschluss an die Intima Hyperplasie nach dem ersten postoperativen Jahr folgt der
Prozess der Atherosklerose. Prinzipiell entspricht der Prozess der Atherosklerose in

vendsen GefalRen dem in Arterien (Parang and Arora, 2009)(Davies and Hagen, 1995).

Als Folge der chronischen Endothelverletzung und chronischen Entzindungsreaktion

mit gesenkter NO-Produktion steigt die GefaBpermeabilitdt und es kommt zu einer
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Extravasation und Migration von Monozyten Uber die geweitete Endothelschranke in
die Tunica intima (Libby, 2004). Zusatzlich gelangen auch LDL-Partikel
(Low Density Lipoprotein) durch die Endothelschranke in die Intima, wo sie durch
reaktive ROS oxidiert und durch Makrophagen phagozytiert werden (Steinberg, 2008)
(Navab, 2004). Nach Aufnahme des oxidierten LDLs sind histologisch
zytoplasmatische Fetttropfchen in den Makrophagen zu erkennen, sodass man nun
von Schaumzellen spricht (Libby, 2002). Makroskopisch erscheinen diese
Schaumzellen als subendotheliale Fettablagerungen, welche als Fatty Streaks
bezeichnet werden. Die von den VSMC synthetisierte Extrazellularmatrix legt sich Uber
die Schaumzellen und bildet einen atherosklerotischen Plaque, welcher aus einem
Lipidkern (Schaumzellen) und einer darUber gelegenen Deckplatte (Extrazellularmatrix)
besteht. Kommt es in Folge der Entzindungsprozesse zu einer Plaqueruptur, wird die
Aggregation von Thrombozyten getriggert und es kommt zu einem thrombotischen
Gefallverschluss.

Aufgrund der chronischen Endothelbeschadigung und —dysfunktion in vendsen
Bypassen schreitet die  Atherosklerose hier deutlich schneller voran
(Verrier and Boyle, 1996)(Motwani and Topol, 1998). So konnten bereits ein Jahr nach
CABG atheromatdése Plaques nachgewiesen werden (Lie et al., 1977)
(Kalan and Roberts, 1990).

Eine in vivo Studie konnte zeigen, dass eine kompensatorische Erweiterung und somit
Verzdgerung einer klinisch relevanten Stenosierung, wie sie in arteriellen Gefalen im
Rahmen der Atherosklerose auftritt, in der VSM ausbleibt (Glagov et al., 1987)
(Nishioka et al., 1996). Zudem =zeigt sich in vendsen Transplantaten ein
proatherosklerotischer Fettumsatz mit verzdgerter Lipolyse, gesteigerter Lipidsynthese

und —aufnahme im Vergleich zu arteriellen GefalRen (Motwani and Topol, 1998).

1.2.4 Pravention der VGD

Die Pravention und Therapie der VGD nach CABG kann medikamentds erfolgen. Fir
die Einnahme von Acetylsalicylsdure (ASS) und von Statinen gibt es zwei Klasse |
Empfehlungen (Eagle, 2004).

Die Senkung des LDL-Cholesterins auf Werte <100 mg/dL mittels Lovastatin zeigt eine
deutlich geringere Progression der Atherosklerose im Vergleich zu Patienten mit nur

mafiger Senkung des LDL-Cholesterin-Wertes (The Post Coronary Artery Bypass
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Graft Trial Investigators, 1997). Eine Follow-Up Studie nach 3 Jahren konnte die

Verlangsamung der Atherosklerose bestatigen (Knatterud et al., 2000).

Die Einnahme von ASS flhrt zu einer verbesserten Offenheitsraten fur die VSM nach
einem Jahr (Goldman et al., 1989). Gavaghan et al. konnten in ihrer Studie zeigen,
dass bereits durch die Einnahme von ASS eine Stunde nach CABG eine deutliche
geringere Stenoserate nach einer Woche, bzw. nach einem Jahr erreicht werden kann
(Gavaghan et al., 1991). Ein pra-operativer Beginn einer ASS-Therapie ergab jedoch
keinen zusatzlichen Benefit und war mit einer erhéhten Blutungsgefahr assoziiert
(Goldman et al., 1991). Ebenso ohne zuséatzlichen Nutzen fir die VSM-Offenheitsrate
blieb die langfristige Einnahme von ASS (ber das erste post-operative Jahr hinaus
(Goldman et al., 1994).

Im Gegensatz zur PTCA besteht nach CABG keine prinzipielle Indikation zur dualen
Antikoagulation mit Clopidogrel und ASS. In der CASCADE-Studie aus dem Jahr 2010
konnte durch die zusatzliche Gabe von Clopidogrel keine signifikante Reduktion der
Intima-Hyperplasie nach einem Jahr erreicht werden (Kulik et al., 2010). Kirzlich
zeigten jedoch Deo et al., dass mittels dualer Plattchenhemmung eine Reduktion des
frihen Transplantatversagens (akute Thrombose) und somit eine geringere 30-Tages-
Mortalitat erreicht werden kann, bei jedoch gesteigertem Blutungsrisiko (Deo et al.,
2013).

Praventiv wirken auch verbesserte Methoden zur Praparation und Entnahme der VSM.
So konnte die ,no-touch®-Technik eine Minimalisierung des Endothelschadens
(Dashwood et al., 2009)(Dashwood and Tsui, 2013) und hierdurch verbesserte kurz-
und langfristige Offenheitsraten ahnlich denen der IMA zeigen (Souza et al., 2001)
(Souza et al., 2006). Ein direkter Vergleich der offenen Entnahme und der ,no-touch*-
Technik ergab eine signifikante Uberlegenheit der VSM mit perivaskuldrem Gewebe
nach 18 Monaten (Souza et al.,, 2002). Dies ist vorallem auf das perivaskulare
Bindegewebe zurlckzufiihren, welches zum einen die Vasa vasorum enthalt und zum
anderen auf den Erhalt der eNOS, welche Vasospasmen vorbeugt und durch
gesteigerte NO-Sekretion antiproliferativ. und antithrombotisch wirkt (Tsui et al.,
2002)(Dreifaldt et al., 2011).

Zu den neuen Moglichkeiten der VGD-Therapie, die in ersten Studien
vielversprechende Ergebnisse lieferten, gehdrt der Einsatz von externen Stents um die
VSM (Mehta et al.,, 1998)(Desai et al., 2010) sowie die Gen-Therapie zur
Unterdrickung spezieller Mediatoren in der VGD-Kaskade (Robertson et al., 2012)
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(Southerland et al., 2013)(Wang et al., 2013). Diese Therapieoptionen konnten sich

bisher jedoch noch nicht in der klinischen Praxis durchsetzen.

1.3 Zusammenfassung und Zielsetzung

Aufgrund der bisher unklaren Studienergebnisse soll der Einfluss des Spuldrucks
wahrend der Praparation der VSM auf deren Bypassqualitat untersucht werden. Hierfir
wurden die Patienten vor einer Bypass-Operation mit geplanter Venenentnahme
randomisiert. In der einen Gruppe erfolgte die Entnahme der Vene unter Benutzung
der drucklimitierenden VASOSHIELD-Spritze, bei der anderen Gruppe wurde eine

konventionelle Spritze verwendet.

Aufgrund der bisherigen Studienlage und des Versuchsaufbaus ergaben sich folgende

Fragestellungen:

1. Zeigen sich Unterschiede in der Endothelintegritit beim Vergleich der zwei

Entnahmemethoden?

2.  Zeigt sich eine unterschiedliche Expression der endothelialen NO-Synthase

(eNOS) als Folge der verschiedenen Spuldricke?

3. Zeigen sich unterschiedliche Expressionen der zellularen Adh&sionsmolekule
(CAM, cell adhesion molecule) Intercellular Adhesion Molecule (ICAM-1),
Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM-1) und P-Selectin als Folge des
Spuldrucks?

4. Kann durch die Verwendung der VASOSHIELD-Spritze eine Schadigung der
VSM reduziert und hierdurch das Risiko eines Bypassverschlusses vermindert

werden.



2 METHODEN 15

2 METHODEN

2.1 Versuchsbeschreibung

Es handelt sich hierbei um eine prospektive randomisierte verblindete Studie. Dem
Vorhaben dieser Arbeit wurde im Rahmen des Arzneimittel-, Medizinprodukt- und
hessischen Datenschutzgesetzes von der zustandigen Ethik-Kommission bei der
Landesarztekammer in  Hessen vor Beginn der Studie zugestimmt
(Aktenzeichen: FF 92/2011).

Ziel dieser Arbeit war es die Qualitdt der VSM nach Entnahme mittels
druckkontrollierter VASOSHIELD-Spritze und der Entnahme durch eine herkdmmliche
Spritze im Rahmen einer CABG zu vergleichen. Ensprechend der Prozesse der VGD
und der aktuellen Literatur wurde hierfir geeignete Marker zur Objektivierung der
Schadigung der VSM ausgewahlt. So wurde die Endothelintegritat mithilfe des Markers
CD31, welcher auf Endothelzellen exprimiert wird, untersucht. Eine entscheidende
Rolle in der kardiovaskularen Homdsostase spielt NO. Zur Beurteilung méglicher
Veranderungen von NO erfolgte die Messung von eNOS. Als Adhasionsmolekiile,
welche im Rahmen der VGD hochreguliert werden, wurden ICAM-1, VCAM-1 und P-
Selectin ausgewahlt. Die Messung der Targets erfolgte histologisch und

molekularbiologisch (siehe Kapitel 2.6 und 2.7).

Die Patienten wurden praoperativ Uber die Studie aufgeklart und nach schriftlicher
Zustimmung randomisiert. Es wurden insgesamt 83 Patienten eingeschlossen und in
zwei Gruppen eingeteilt (siehe Kapitel 2.2).

Der Maximaldruck der VASOSHIELD-Spritze wurde auf 250 mmHg eingestellt. Die am
Ende der CABG anfallenden Venenreste wurden direkt im Anschluss der Operation ins

Labor gebracht und weiter verarbeitet.



2.2 Patientenkollektiv

In die Studie wurden Venen von insgesamt 83 Patienten (J: n=63, ?: n=20)
eingeschlossen. Diese Patienten wurden je nach Entnahmemethode der VSM in
Gruppe 1 (Entnahme mit der VASOSHIELD-Spitze) oder Gruppe 2 (Entnahme mit
konventioneller Spritze) eingeteilt. So waren nach Abschluss der Probensammlung 40

Proben in Gruppe 1 und 43 Proben in Gruppe 2.

Die Verteilung der Geschlechter und das mittlere Alter innerhalb jeder Gruppe sind in

folgender Tabelle dargestellt.

Gruppe 2 XY
(Konventionell) ppe

Geschlecht 3 Q 3 Q

Anzahl (n) 32 8 31 12 83
Alter in Jahren 73,03+ | 77,50 71,77 76,50 +

(MW £ SEM) 7,06 6,52 8,30 7,68

Alter in Jahren

(MW + SEM) 73,95+7,18 73,09 + 6,44 73,5+8,3

Tabelle 3: Probenverteilung auf die Untersuchungsgruppen.
Abkirzungen: MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Bezlglich klinischer Daten wie kardiovaskuldren Risikofaktoren entsprach das
Patientengut den typischen KHK-Patienten. Zum Ausschluss aus der Studie fuhrten
neben Klinikinternen Ausschlusskriterien (z.B. Gerinnungsproblematik, Komorbiditaten
mit hohem Risiko intraoperativer Komplikationen) eine bekannte periphere arterielle

Verschlusskrankheit (pAVK) sowie eine chronisch vendse Insuffizienz mit Varikosis.

2.3 VASOSHIELD - Spritze mit Druckkontrolle

Die VSM der Patienten aus Gruppe 1 wurden mit der VASOSHIELD-Spritze prapariert.
Die Spritze wurde zur schonenden GefaRpraparation im Jahr 2010 von der Firma
Maquet auf den Markt gebracht und unterscheidet sich im Wesentlichen von
herkbmmlichen Spritzen durch die Mdglichkeit der Limitation des Spuldrucks. Dies
geschieht Uber ein Druckablassventil, welches Uber einen Einstellungsring am Ende
des Kolbens auf drei verschiedene Werte eingestellt werden kann. Hierdurch ist eine
Begrenzung des maximalen Spuldrucks auf 150 mmHg, 250 mmHg oder 350 mmHg

moglich (siehe Abbildung 1).



B Druckeinstellungsring

Distale Injektionskammer (50 ml)
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Luer-Lock-Anschluss
Proximale Kammer

C Druckeinstellungsring
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Abbildung 1: VASOSHIELD-Spritze mit Druckkontrolle.

A: Foto der einsatzfahigen VASOSHIELD-Spritze. B: Schematischer Aufbau der gesamten
VASOSHIELD-Spritze. C: Schematischer Aufbau der Druckeinstellung (150 — 250 — 350 mmHg) am
Kolben der VASOSHIELD-Spritze. (alle Bilder © Maquet AG, Rastatt, D)

Das Prinzip der Spritze beruht auf der Spannung einer Feder, welche dem Spuldruck
entgegenwirkt. Bei Uberschreiten des eingestellten Maximaldrucks wird Uber die Feder
ein Druckablassventil gedéffnet und ein Teil der Fliussigkeitsmenge aus der
Injektionskammer flieRt in die proximale Kammer. Der genaue Mechanismus der
Druckeinstellung und des Druckablassventils wird in Abbildung 2 schematisch

dargestellt und erlautert.

Bei der VASOSHIELD-Spritze handelt es sich um ein Produkt, das steril verpackt
geliefert wird und fiur den einmaligen Gebrauch gedacht ist. Vor Verwendung sollte
einmalig die korrekte Funktionsweise der Spritze Uberprift werden. Im Gegensatz zu
herkdmmlichen fir die Praparation der VSM verwendeten 10 ml groBen Spritzen (z.B.
Omnifix® Solo, B. Braun AG, Melsungen, D) ist die VASOSHIELD-Spritze mit einem
Volumen von 50 ml deutlich gréfRer. Hierdurch kann ein mdglicher Flussigkeitsverlust
Uber das Druckablassventil problemlos kompensiert werden. Die im Rahmen dieser
Studie verwendeten VASOSHIELD-Spritzen wurden kostenfrei von der Firma Maquet
AG (Rastatt, D) zur Verfliigung gestellt. Eine weitere Finanzierung dieser Arbeit fand
nicht statt, sodass kein Interessenkonflikt wahrend der Durchfiihrung und Auswertung

bestand.
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Abbildung 2: Schema des Mechanismus der Druckeinstellung inkl. Ablassventil.

Im Bild sind die Funktionen der Druckeinstellung und des Druckablassventils dargestellt. Uber den
Druckeinstellungsring wird Uber einen Stab eine Schraubenfeder ge- oder entspannt. Je hoéher der
eingestellte Druck, desto starker wird der Stab im Inneren des Kolbens nach unten gedrickt und hierdurch
eine starkere Komprimierung der Schraubenfeder erreicht. Die Schraubenfeder wiederrum gibt ihre
Spannung auf eine Kugel weiter, welche eine Offnung am Ende des Kolbens verschlieBt. Wird nun bei
Verwendung der Spritze ein Druck aufgebaut, der die Spannung der Feder Ubertrifft, so wird die Kugel
samt Feder ins Kolbeninnere gedriickt und die Offnung freigegeben. Fliissigkeit kann nun (iber die
Offnung in die proximale Kammer flieRen und der Spiildruck somit konstant gehalten werden.

Der Hersteller garantiert fir eine maximale Abweichung von +/- 15% des eingestellten Drucks. (Bild ©
Maquet AG, Rastatt, D)

2.4 Vorgehen bei der Operation

Nach Einleitung der Narkose und Anschluss aller intra-operativen Monitoringverfahren
(wie z.B. EKG, intravasale Blutdruckmessung, zentraler Venenkatheter,
Beatmungsgerat inklusive Kapnometrie) durch den Anéasthesisten erfolgte die
Schaffung steriler Verhaltnisse des Operationsgebiets nach Hausstandard. Parallel zur
Eréffnung des Thorax durch mediane Sternotomie und Praparation der LIMA erfolgte
die Entnahme der VSM am Bein. Hierzu fiihrte der Operateur eine Inzision ca. 2-3 cm
oberhalb des medialen Malleolus durch. AnschlielRend erfolgte das Aufsuchen und die
Darstellung der VSM mittels stumpfer Praparation mit einer Schere. Im weiteren
Verlauf wurde die Inzision der Haut entlang des Verlaufs der VSM nach proximal

erweitert. Durch Praparation wurde die Vene uber die gesamte bendtigte Lange
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freigelegt, vom umliegenden Bindegewebe geldst und alle GefalRaste dargestellt. Nun
wurde die Vene distal am Malleolus medialis abgeklemmt und Uber eine kurze
GefaRinzision eine Knopfkanile eingeflhrt und per Ligatur fixiert. Durch diese Kaniile
wurde die Venen nun mehrmals mit heparinisiertem Blut (mit NaCl verdinnt) gespult
um die GefalRabgange besser darzustellen und die Dichtigkeit des Grafts zu
kontrollieren. Mithilfe von Faden-Ligaturen und nicht ferromagnetischen Gefalclips
wurden die Seitenaste proximal und distal der VSM verschlossen und anschlief’end
dazwischen durchtrennt. Es wurde darauf geachtet die Ligatur und die Clips nahe an
der VSM zu setzen um keine langen Gefalstimpfe der Seitenaste zu belassen, da
diese die Gefahr der Thrombosierung und somit eine Gefahrdung der Bypassqualitat
darstellen.

Undichte Stellen wurden nochmals ligiert, geclippt oder mittels Naht umstochen. Nach
Sicherstellung der Dichtigkeit des GefaRRes und Praparation einer ausreichenden
Lange wurde die VSM proximal und distal abgesetzt. AnschlieRend erfolgte die
Aufbewahrung des Transplantats in heparinisiertem Blut bis zur Anastomosierung am
Herzen. Nach Entnahme der Vene wurden die proximalen und distalen Venenstimpfe
am Bein nochmals uberprift und der Wundverschluss unter Einlage einer

Redondrainage durchgefihrt.

Vor Anastomosierung wurde die VSM nochmals mit Hilfe der Blut-Heparin-NaCl-
Lésung gespllt und geblaht um auf moégliche Lecks zu untersuchen. Nach Herstellung
der distalen Anastomose wurde die VSM erneut gespilt, um die Dichtigkeit der
Anastomose zu (Uberprifen. Danach wurde der Bypass durch eine zentrale
Anastomose (z.B. in die Aorta) vervollstandigt. Der verbliebene Rest der entnommenen
VSM wurde in einem verschlieBbaren Gefald in einer Blut-Heparin- oder NaCl-Ldsung
bis zum Abschluss der Operation gelagert und anschlieRend sofort ins Labor zur
weiteren Verarbeitung gebracht.

Die Spullvorgange der VSM mit der VASOSHIELD-Spritze wurden mit einem
Maximaldruck von 250 mmHg durchgefiihrt. Die Uberlegung hierbei war ein
ausreichendes Spullen und Aufbldhen der VSM gewahrleisten zu kénnen und
gleichzeitig einer Ubermafigen Schadigung des Gefales vorzubeugen. Bei der
Einstellung mit 150 mmHg wirde das Gefal® beim Spllvorgang zwar bestmdglich

geschitzt, jedoch war bei diesem Druck die Praparation der VSM deutlich erschwert.
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2.5 Postoperative Probenverarbeitung

Direkt nach Operationsende wurde der standardmafig anfallende Venenrest im Labor
untersucht. Bei Raumtemperatur (RT) und unter einem Abzug erfolgte dort die
sofortige Entnahme der Probe aus der Blut-Heparin- (n=73) oder NaCl-Lésung
(n=10) in eine Petrischale mit steriler und pH-neutraler phosphatgepufferten
Kochsalzlésung (PBS). Dort wurde die Probe auf ihre &uRere Beschaffenheit

begutachtet und kurz dokumentiert.

Im ersten Schritt wurden eine mdogliche Kaniile sowie Ligaturen und Ligatur-Clips
mdglichst schonend entfernt. Das Gefald wurde anschlieRend mittels eines Skalpells in
mehrere ca. 5 mm lange Stlickchen geschnitten. Zur Probensicherung fir die spateren
molekularbiologischen Untersuchungen wurden 1-2 Stickchen Vene nochmals in ca.
1 mm dinne Scheiben geschnitten und im Anschluss sofort in ein steriles und
vorgekiihltes Cryo.s™-Rohrchen gegeben. Dieses wurde in fliissigem Stickstoff
(Temperatur <-195°C) sofort gefroren und anschlieRend bei -80°C bis zur weiteren
Verwendung gelagert. Die restlichen Venenstlicke wurden unter Schonung des
Gewebes vorsichtig in ein mit einem Einbettmedium (Tissue-Tek® O.C.T.) gefiilltes
Cryomold®~Einbettschalchen gestellt und ebenfalls sofort mit flissigem Stickstoff
fixiert. Auch hier erfolgte eine Lagerung der Proben bis zur histologischen Verarbeitung
bei -80°C. Mogliche Probenreste wurden unter Einhaltung der laborinternen Richtlinien

fur potentiell infektiéses Material verworfen.



In der folgenden Abbildung werden die einzelnen Schritte der Probenverarbeitung im

Labor veranschaulicht:
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Abbildung 3: Schema der Venen-Praparation nach operativer Entnahme.

1. Schema der VSM bei Eintreffen im Labor. Die Lange der Venen, als auch die Anzahl der Clips,
Ligaturen und Gefallabgange waren unterschiedlich. Eine Kanile war nicht bei allen Venen vorhanden. 2.
Es wurden alle Fremdkdérper (Kanlle, Ligatur, Clip) mit einem Skalpell méglichst schonend abgetrennt. 3.
Die Venen wurden in mehrere ca. 5 mm lange Stiickchen geschnitten. 4. 1-2 Stiicke pro Probe wurden in
ca. 1 mm dinne Scheiben geschnitten und fir die molekularbiolgische Untersuchung in flissigem
Stickstoff fixiert. 5. Alle restlichen Schnitte wurden in einem Einbettmedium und fliissigem Stickstoff bis zur
histologischen Verarbeitung fixiert.
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2.6 Histologie und Immunhistochemie

2.6.1 Herstellung beschichteter Objekttrager

Um ein Ablésen der Schnitte wahrend der verschiedenen Wasch-, Farbe und
Inkubationsschritte zu vermeiden, wurden alle Objekttrdger mit einer Silane-

Beschichtung versehen.

Nach mehrmaligem Waschen in 100%-igem vergalltem Ethanol und destilliertem
Wasser wurden die Objekttrager 10 Minuten (min) in einer mit Aceton auf 2%
verdinnten Silane (3’-Aminopropy-Triethoxy-Silane)-Lésung getaucht. Anschlielend
wurden die Objekttrager 10 min in reinem Aceton belassen und dann zweimal jeweils
fur 5 min in destilliertem H,O gewaschen. Es folgte das Trocknen der Objekttrager bei
37 — 38 °C im Brutschrank uber Nacht.

2.6.2 Anfertigung der Gefrierschnitte

Die in Tissue-Tek und bei -80°C gelagerten ca. 5 mm langen Venenstiicke wurden
mittels Tissue-Tek auf Alluminiumblécken befestigt und mit einem Gefriermikrotom bei
- 20 °C in 6 ym dicke Scheiben geschnitten. Diese Schnitte wurden anschlielend
mdglichst ohne weitere Manipulation mit den Silane-beschichteten Objekttragern
aufgenommen und 10 min bei Raumluft und —temperatur getrocknet. AnschlieRend
folgte die Fixierung der Schnitte fir 10 min in eiskaltem Aceton (- 20 °C) bevor die

weiteren Farbeschritte durchgefihrt wurden.

2.6.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Von jeder Patientenprobe wurden vor allen weiteren Schritten mehrere Hamatoxylin-
Eosin-Farbungen (HE) angefertigt. Hierbei wurde das Augenmerk auf die
Probebeschaffenheit und -qualitat gelegt, um einen ersten Eindruck der Gefale zu
erhalten und die passenden Venensticke fur die weiteren Untersuchungen

auszuwahlen.
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Die HE-Farbungen wurden nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Schritt Substanz Dauer
1 Kernfarbung Hamalaun 10 min
2 Waschen Aquq dest. 5 min
3 Blduen Lauwarmes flieRendes H,O Mehrmaliges Eintauchen
4  Farbung Eosin (0,5%) 5 min
5 Entwassern gtg;telggg%e 1A(I)I(<)o()2;>lreihe Mehrmaliges Eintauchen
6 Klaren Xylol Mehrmaliges Eintauchen
7  Eindeckeln Entellan® -

Tabelle 4: Farbeprotokoll fiir die Himaltoxylin-Eosin-Farbung

2.6.4 Immunhistolochemie

Unter Immunhistochemie (IHC) versteht man das Sichtbarmachen spezifischer
Zielstrukturen mithilfe von mono- oder polyklonalen Antikérpern, welche spezifisch an
ihr Antigen binden und dadurch Antigen-Antikdrper-Komplexe bilden. Diese Komplexe
kénnen durch Farbstoffe oder einer anschlieRenden Enzymreaktion sichtbar gemacht

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Immunfluoreszenzhistochemie die 2-Schritt-
Methode angewendet, in welcher der Sekundarantikérper mit Cy3 (Cyanin, rot
fluoreszierend) gekoppelt war. Die Untersuchung des Endothelmarkers CD31 erfolgte
mit der 3-Schritt-Methode. Hierbei ist der Sekundarantikérper nicht mit einem Farbstoff
konjugiert, sondern mit dem  Vitamin Biotin  gekoppelt  (biotinilierter
Sekundarantikdrper). In einem zuséatzlichen Schritt erfolgt die Zugabe von Streptavidin
(ein Protein des Bakteriums Streptomyces avidinii), welches an das Enzym
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt ist. Die nun
hinzugegebene chromogenen Substanz 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) wird durch

HRP in einen rot-braunlichen Farbstoff umgesetzt.

Insgesamt lagen von jeder VSM eines Patienten mehrere kurze Stucke fir die
immunhistologische Untersuchung vor (siehe Abbildung 3 in Kapitel 2.5). Hierdurch
konnten fur jede VSM mehrere histologische Schnitte angefertigt werden. Ziel war
hierbei mégliche punktuell verstarkte oder verminderte Schadigungen des Endothels

auszugleichen.
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2.6.4.1 Farbeprotokolle

Die ausgewahlten Schnitte (nach Ansicht der HE-Farbungen) wurden alle mittels

Gefriermikrotom geschnitten und mit einem beschichteten Objekttrager aufgenommen.

Zur Untersuchung des Markers CD31 (platelet endothelial cell adhesion molecule,
PECAM-1) wurden die Gewebeschnitte anschliefend fir 10 min in eiskaltem Aceton
(- 20 °C) fixiert, da dieses zu einer raschen Verdrangung des intrazelluldren Wassers
und somit zu einem entwassernden Effekt fuhrte. Die nun fixierten Schnitte wurden
kurz an der Luft getrocknet und die einzelnen histologischen Schnitte danach mit
einem Fettstift eingekreist um ein AbflieRen der Inkubationslésungen von den Schnitten
und somit ein Austrocknen wahrend der verschiedenen Arbeitsschritte zu verhindern.
Die folgenden Inkubationsschritte wurden entsprechend dem Protokoll des von R&D

Systems gefertigten Cell and Tissue Staining Kit (HRP-AEC System) durchgefihrt.

Es folgten mehrere Inkubationsschritte mit verschiedenen Blocking Reagenzien. So
wurden in den Schnitten mégliche endogene Peroxidase Aktivitaten als auch endogen
vorhandes Biotin, Avidin und Serum geblockt. Zwischen den einzelnen
Inkubationsschritten folgten meist Waschschritte bei RT mit PBS-Ldsung (siehe Kapitel
7.5.8). Am Ende des ersten Tages folgte die Inkubation der Venenschnitte mit dem
Primarantikdrper, welcher sich gegen das Protein CD31 richtete. Dieser
Inkubationsschritt wurde in einer abgedunktelten und feuchten Kammer, um das
Abbleichen und Austrocknen der Schnitte zu vermeiden, Uber Nacht (mind. 12 h) bei +
4 °C durchgefiihrt. Die verschiedenen Primarantikérper und ihre jeweiligen

Konzentrationen kdnnen der Tabelle im Anhang in Kapitel 7.5.5.1 entnommen werden.

Am zweiten Tag wurde der Primarantikérper durch griindliches Waschen in PBS von
den Schnitten abgewaschen und es folgte die einstlindige Inkubation mit einem an
Biotin gekoppeltem Sekundarantikérper. In dem folgenden Schritt wurde nun eine
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase Lésung hinzugegeben, welches sich an das Biotin
anlagerte und die im letzten Schritt hinzugegebene chromogene AEC-L&sung
enzymatisch in roten Farbstoff umwandelte. Nach grindlichem Waschen wurden die
Schnitte nochmals mit Hamatoxylin gegengefarbt und abschlieRend mit Mowiol

eingedeckelt.

Bei jeder Farbereihe wurden parallel zum normalen Protokoll 1 - 2 Negativkontrollen
durchgefihrt. Bei diesen wurde kein Primarantikbrper verwendet, sodass hier keine
Farbreaktion stattfinden sollte. Mithilfe der Negativkontrollen konnte eine unspezifische

Antikérperbindung und somit falsch-positive Ergebnisse ausgeschlossen werden.
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In der nachfolgenden Tabelle, kann das Farbeprotokoll fir den Endothelmarker CD31

nachvollzogen werden:

‘ ‘ Schritt Substanz Temp. Dauer
1 Fixierung Aceton -20°C 10 min
2 - Fettstift RT -
3 Blocken Peroxidase Blocking Reagenz RT 5 min
4 Waschen PBS RT 5 min
5 Blocken Serum Blocking Reagenz RT 15 min
6 Abtupfen - RT -
7 Blocken Avidin Blocking Reagenz RT 15 min
8 Waschen PBS RT 15 min
9 Blocken Biotin Blocking Reagenz RT 15 min
10 Waschen PBS RT 15 min
11 Inkubation Primarantikérper (Anti-CD31, 1:100) 4°C uber Nacht
12 Waschen PBS RT 15 min
13  Inkubation Biotinilierter Sekundarantikérper RT 1h
14 Waschen PBS RT 2 x 15 min
| ke niggrz(taigﬁitg/;trﬁg:ia(vlﬂns-ﬁRP) RT 30 min
16  Waschen PBS RT 3 X2 min
17  Inkubation AEC Chromogen RT 15-20 min
18 Waschen Aqua dest. RT 5 min
19 Farbung Hamatoxylin RT 1-5 min
20 Blauen Lauwarmes H,O RT 1 min
21  Eindeckeln Mowiol RT -

Tabelle 5: Farbeprotokoll fiir CD31. Meerrettich-Peroxidase Farbekit der Firma R&D Systems

Zur fluoreszenzhistochemischen Analyse der Targets eNOS, ICAM-1 und P-Selectin
erfolgte die Fixierung der Schnitte in Paraformaldehyd 4 % (PFA) fur 5 min bei RT. Es

folgte kurzes mehrmaliges Waschen in PBS. AnschlielRend erfolgte die Zugabe des

Primarantikoérpers (Konzentration 1:100 und 50 pul pro Schnitt, siehe Kapitel 7.5.5.1).

Die Inkubation erfolgte in einer abgedunktelten und feuchten Kammer uUber 1 Stunde
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bei RT. AnschlieRend wurde der Primarantikérper in PBS-Lésung vorsichtig
abgewaschen und die Schnitte daraufhin mit dem Sekundarantikérper, welcher mit
dem Farbstoff Cy3 gekoppelt vorliegt, fir 45 min bei RT inkubiert (Konzentration 1:300
und 50 pul pro Schnitt, siehe Kapitel 7.5.5.2). Der Antikérper wurde anschlieRend erneut
mittels PBS-Lésung abgewaschen. Es folgte die Inkubation (20 min bei RT) mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-diamino-2-phenylindol (DAPI, Konzentration 1:1000 und 50
ul pro Schnitt), welcher sich an die DNA anlagert und somit die Zellkerne blau anfarbt.
Zum Abschluss wurde DAPI in PBS-Lésung abgewaschen und die Schnitte mit Mowiol

eingedeckelt.

In der nachfolgenden Tabelle ist das Farbeprotokoll fir die Targets eNOS, ICAM-1 und

P-Selectin dargestellt:

Schritt Substanz Temp. Dauer
1 Fixierung PFA 4% RT 5 min
2 Waschen PBS RT 3 x 3 min

Primarantikérper (1:100, Maus)
Anti-eNOS, Anti-ICAM-1 & Anti-P-Selectin

4 Waschen PBS RT 3 x 3 min
Sekundarantikérper mit Cy3

3 Inkubation RT 60 min

5 Inkubation (1:300, Donkey Anti-Maus) RT 45 min

6 Waschen PBS RT 3 x 3 min
7 Inkubation DAPI (1:1000) RT 20 min

8 Waschen PBS RT 3 x 3 min
9 Eindeckeln Mowiol RT -

Tabelle 6: Farbeprotokoll fiir eNOS, ICAM-1 und P-Selectin.

2.6.5 Mikroskopie

2.6.5.1 Lichtmikroskopie und Auswertung

Mit Hilfe der Lichtmikroskopie wurden alle HE- als auch die immunhistologischen
Meerrettich-Peroxidase Farbungen einer ersten Beurteilung unterzogen. Die
Untersuchungen wurde unter 1,6-, 10- und 20-facher Vergréfierung durchgefiihrt. Bei
den HE-Farbungen richtete sich das Augenmerk hauptsachlich auf die grobe
Beurteilung der Probenqualitdt. Indem auf die Integritdt der GefalRwand geachtet
wurde, konnte eine Auswahl an geeigneten Proben fir die folgenden

immunhistologischen Untersuchungen getroffen werden.
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Bei den CD31-Farbungen wurde die Lichtmikroskopie fiir die quantitative Analyse der
Endothelstrecke verwendet. Durch Fotos bei 10- bis 20-facher VergroRerung konnte
eine spatere Ausmessung der Endothelstrecke mithilfe des Programms Imaged
(National Institutes of Health, USA) erfolgen. Zusétzlich erfolgte die Messung der
gesamten inneren Lumenstrecke. Die gemessene Endothelstrecke wurde
anschlieRend in Relation zur Lumenstrecke gesetzt und somit als prozentualer
Endothelanteil am Gesamtlumen angegeben. Die Messung des Endothels geschah

verblindet ohne Wissen um die Gruppenzugehdrigkeit einer Probe.

2.6.5.2 Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnten die fluoreszierenden Antikdrper und
Farbstoffe aus dem Farbeprotokoll in Tabelle 6 sichtbar gemacht werden. Mittels
verschiedener optischer Filter konnten die einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe separat
angeregt und erfasst werden. So wurden zunachst Bilder der Zellkerne (DAPI-
Farbstoff) angefertigt. Im Anschluss folgte eine Aufnahme des Cy3-Farbstoffs. Beide
Bilder konnten dann Ubereinandergelegt werden und somit ein Bezug zwischen Zellen
und angefarbtem Target hergestellt werden. Die Schnitte wurden unter 10-, 20-, 40-

und 63-facher VergréRerung beurteilt.

2.7 Molekularbiologische Verfahren

2.7.1 Relative quantitative Analyse von RNA

Unter der Real Time Polymerase Kettenreaktion (real time PCR) versteht man die
quantitative Analyse von RNA durch Messung der Fluoreszenzsignale in Echtzeit
wahrend der PCR. Als Fluoreszenzfarbstoff dient hierbei ein markierter Primer, welcher
zu Beginn der PCR hinzugegeben wird und spezifisch an die gesuchte Gensequenz
bindet. Die Messung der Lichtemission verhalt sich direkt proportional zur amplifizierten
Nukleinsdure-Menge wahrend der PCR und kann tber den CT-Wert (Cycle Threshold,
Zyklus Schwellenwert) charakterisiert werden. Dieser Wert beschreibt den
Anfangspunkt der exponentiellen Phase und somit den Zyklus, an dem die Fluoreszenz

erstmalig deutlich Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.
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2.7.1.1 RNA-Isolation

Die Isolierung der RNA aus dem Probenmaterial erfolgte mithilfe des RNeasy Micro
Kits und dem vollautomatischen QiaCube der Firma Qiagen. Prinzip dieser Methode ist
die Fahigkeit der RNA, sich an einer mit Silikat beschichteten Membran zu binden,
wahrend alle anderen Verunreinigungen durch Microspintechnologie und spezielle

Saulen (RNeasy Spin Column) entfernt werden.

Zu Beginn wurden beta-Mercaptoethanol  (L&semittel) und  RLT-Puffer
(Iytischische Wirkung auf Zellen) einem Verhaltnis von 1:100 gemischt. 300 pl dieser
Puffer-Lésung wurden mit einer Metallkugel (g 5 mm) in ein 2 ml-Tube gegeben.
Hierzu wurden anschlieBend je 1 - 2 dinne Scheiben der gefrorenen (- 80 °C) Venen
hinzugefiigt. In der Folge wurden die Proben fiir 4 min mit einer Kugelschwingmihle
bei einer Frequenz von 20 Hz geschuttelt, wodurch eine mechanische Zerkleinerung
stattfand. Durch den RLT-Puffer wurde eine Zerstérung der Membranintegritat mit
Freisetzung der gesamten zytoplasmatischen Nukleinsauren und Proteine ausgeldst.
Das beta-Mercaptoethanol sorgte zusatzlich fir einen raschen Abbau von enthaltenen
RNasen, sodass ein Abbau der enthaltenen RNA frih verhindert werden konnte. Nach
Homogenisierung der Proben im Mixer-Mill schloss sich eine 3-minitig Zentrifugation
bei 13.200 rpm an. Danach wurde der Uberstand, welcher die freigesetzte Gesamt-
RNA enthielt, in ein neues 2 ml-Tube Uberfihrt und als Ausgangssubstanz in den
QiaCube gestellt. Parallel hierzu wurden je eine Lésung aus 140 ul Proteinkinase K
(Abbau von RNA) und 1815 pyl RNase freiem H,O, als auch 135 pl DNase (Abbau von
DNA) und 942 yl RDD-Puffer (optimiert DNA-Verdau) hergestellt. Diese beiden
Lésungen wurden ebenfalls in den vollautomatischen QiaCube gestellt und

anschlielRend das RNA-Isolationsprogramm gestartet.



Im folgenden Schema werden alle im QiaCube ablaufenden Schritte dargestellt und

erklart:
. Abbildung 4:
QlAcube - RNA-ISOlatIOD Schema der RNA-Isolation im
oml-Tube mit RNA (verunreinigt) vollautomatischen QlAcube.
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5. Elusion der RNA: Durch Zugabe

Elusion der RNA von ’ von RNase freiem H>0 wird die RNA
der Membran mittels resuspendiert, von der Membran
RNase freiem Wasser gelést und in einem frischen 1,5 ml

Tube aufgefangen.

Frisches 1,5ml Tube, (Schema nach Qiagen GmbH, Hilden,
enthélt RNA in RNase freiem Wasser D)

2.7.1.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Nach Abschluss der RNA-Isolation durch den QlAcube lag die RNA geldst in 30 pl
RNase freiem H,O vor. Diese Lésung wurde nun mithilfe eines Spektrophotometers auf
die RNA-Konzentration hin untersucht. Hierbei wurden 2 pyl der RNA-L6ésung auf das
Testfeld gegeben und anschlieRend durch Lichtabsorption die darin enthaltene RNA
gemessen. Nach RNA-Konzentrationsmessung aller Proben, wurde alle Proben mit
einer RNA-Konzentration 2=5ng/ul zur weiteren Untersuchung in die Studie

eingeschlossen.



2.7.1.3 cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Das Umschreiben der RNA in komplementare DNA (cDNA) erfolgt mittels reverser

Transkription.

Die Umschreibung wurde nach dem SuperScript®-Protokoll der Firma Invitrogen
(Calrsbad, CA, USA) durchgefiihrt. Die verwendete Gesamt-RNA-Menge wurde auf 50
ng festgelegt und die einzelnen Proben mit RNase freiem H,O auf ein Volumen von
10 yl aufgefillt. Hierzu wurden je 1 yl Random Primer (Oligodeoxyribonukleotide,
3 ng/ul) und 1 pl ANTP-Mix (je 4 x 25 ymol dGTP, dCTP, dATP, dTTP) hinzugeflgt.
AnschlieRend wurde die Probe zur Anlagerung der Primer inkubiert (5 min bei 65 °C).
Im néchsten Schritt wurden 2 yl DTT (Dithithreitol, 0,1M), 4 ul 5x First-Strand Puffer
und RNaseOut (rekombinanter Ribonuklease Inhibitor, 40 U/ul) hinzugegeben und die
Probe fir 2 min bei 25 °C inkubiert. Hierbei konnte ein unspezifischer Abbau der RNA
durch RNAsen (Ribonuklease) verhindert werden. Im letzten Schritt wurde nun 1 pl
SuperScript® Il Reverse Transkriptase (200 U/pl, Temperaturoptimum 42 °C) hinzufigt
und die Synthese der DNA durch Inkubation fur 50 min bei 42 °C durchgeflhrt. Zur
Beendigung der cDNA-Synthese wurde die Transkriptase flir 15 min bei 70 °C

inaktiviert und die cDNA anschlielend bei — 20 °C eingefroren.

Die reverse Transkription wurde fir jede Probe exakt einmal durchgefiihrt, sodass

nach einem Zyklus die Menge an RNA 1:1 in Intron-freie cDNA umgeschrieben wurde.

Zu transkibierende Primer-Anlagerung
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¥ Ll sl 3 5
RNA SuperScript® Il

Reverse Transkriptase

Abbildung 5: Schema der Reversen Transkription (SuperScript®-Protokoll).

Schematischer Ablauf der cDNA-Synthese. Im ersten Schritt werden Random Primer und Nukleotide im
Uberschuss zugefiigt. Bei 65°C erfolgt die Anlagerung der Primer an die vorhandene RNA. Im néchsten
Schritt wird ein RNase-Inhibitor hinzugefligt um einen unspezifischen Abbau der RNA durch
Ribonukleasen zu verhindern. Nach Zugabe von einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (SuperScript®
Il Reverse Transkiptase), erfolgt die cDNA-Synthese bei 42°C. Durch Erhitzen auf 70°C wird die
Syntheseleistung der Transkriptase gestoppt und es liegt ein 1:1 cDNA-Transkript der RNA-Menge vor.
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2.7.1.4 Targets & Primer-Auswahl

Nach Festlegung der Targets erfolgte die Auswahl der Primer mittels der von Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA) angebotenen TagMan® Real-Time PCR Assays.
Die ausgewahlten PCR-Kits sind im Kapitel 7.5.7 aufgelistet.

Durch die TagMan® Kits konnte eine Bestimmung der konkreten cDNA-Sequenz
entfallen, da vom Hersteller eine gewisse Transkriptspezifitdt, sowie Primer mit
moglichst wenigen repetitiven Sequenzen angeboten werden. Eine konkrete Auswahl
der Kits erfolgte nach den Kriterien Primer-Lange (zwischen 50 und 150 Basenpaaren)

und Uberspannen einer Exongrenze.

Zur Normalisierung der PCR wurde ein Primer fur das Referenz-Gen (Haushaltsgen)
18S der Firma Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) verwendet. Dieses wird konstitutiv
und unabhangig von auferen Einfliissen in allen Zelltypen exprimiert und kann somit
zur Normierung der amplifizierten DNA-Menge herangezogen werden. Die DNA-
Sequenzen fir den forward und reverse Primer des 18S-Gens sind in Kapitel 7.5.6

dargestellt.

2.7.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Ziel der von Kary Mullis 1985 entwickelten PCR (Mullis and Faloona, 1987) ist die in
vitro Vervielfaltigung von DNA, bzw. speziell ausgewahlten DNA-Sequenzen. Wahrend
eines PCR-Zyklus findet mithilfe einer DNA-Polymerase eine Verdopplung der DNA-
Menge statt. Durch Kopplung mehrerer Zyklen kann somit in kurzer Zeit eine

exponentielle Amplifikation der gesuchten DNA-Sequenz stattfinden.

Ein Zyklus einer PCR kann in 3 Teilschritten eingeteilt werden:

1. Denaturierung:
Durch kurzes (hier: 15 Sekunden) Erhitzen auf 95 °C werden die

Wasserstoffbriicken zwischen den Basenpaaren der DNA gelést und die
doppelstrangige DNA in ihre Einzelstrange geteilt. Eine hitzestabile DNA-
Polymerase (Tag-Polymerase) wiedersteht einer Denaturierung (Lawyer et al.,
1993).



3.

Primer Anlagerung:

Ein Primer, welcher eine fir das gesuchte Gen komplementare spezifische
Basenabfolge aufweist, lagert sich an die DNA. Dies geschieht durch Erhitzen auf

ein fur den Primer spezifisches Temperaturoptimum (hier 30 Sekunden bei 60 °C).

Elongation:
Die Tag-DNA-Polymerase erkennt den Primer und synthetisiert ausgehend von

diesem in &-3-Richtung entlang des Matrizen-DNA-Stangs einen neuen
komplementdren DNA-Strang. Dies geschieht bei einem Temperaturoptimum
(hier: 30 Sekunden bei 60 °C). Gelegentlich falsch eingebaut Basen werden durch

die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat (,Proof Reading®) korrigiert.

Prinzipiell kénnen diese 3 Einzelschritte eines Zyklus beliebig oft hintereinander

wiederholt werden. In dieser Studie wurde jede PCR mit 45 Zyklen durchgefihrt,

sodass am Ende der gesuchte DNA-Abschnitt in ausreichender Anzahl vorlag.
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Abbildung 6: Schema der PCR.
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2.7.1.6 Quantitative Real-Time PCR

In einer quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) kann mittels eines
Fluoreszenzfarbstoffs die Amplifikation der DNA-Sequenzen bei jedem Zyklusende der
PCR in Echtzeit gemessen werden. Im Rahmen dieser Studie kamen zwei PCRs mit
verschiedenen Farbstoffen zum Einsatz: SYBR Green qRT-PCR und TagMan gRT-
PCR.

Der Farbstoff SYBR Green ist ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff und besitzt die
Fahigkeit, wahrend der Amplifikation mit doppelstrangiger DNA zu interkalieren und
hierdurch grin fluoreszierendes Licht bei einer Wellenlange (A) 521 nm zu emittieren.
Leider wird bei dieser Methode ebenfalls die Fluoreszenz von unfertigen, falschen und
unspezifischen PCR-Produkten gemessen. Aus diesem Grund wird zur Erfassung der
Spezifitdt der PCR-Produkte eine Schmelzkurvenanalyse bendtigt. Hierbei wird die
Temperatur im Anschluss an die konventionelle PCR von 65 °C stetig bis 95 °C erhdht.
Sobald nun der Doppelstrang eines spezifischen Amplifikats gespaltet wird, [0st sich
auch der SYBR Green Farbstoff aus der Interkalation und es entsteht ein messbarer
Abfall der Fluoreszenz. Da die DNA von spezifischen PCR-Produkten einen héheren
Schmelzpunkt aufweist als unspezifische Amplifikate, kann hierdurch eine
Unterscheidung vorgenommen werden.

Das Prinzip der TaqgMan-Kits hingegen beruht auf dem  Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET). Dieser beschreibt einen strahlungsfreien
Energietransfer von einem angeregten Farbstoff (Donor) auf einen zweiten Farbstoff
(Akzeptor) (Forster, 1948). Die TagMan-Kits beinhalten DNA-Sonden (TagMan-Sonde,
Hydrolyse-Sonde), welche am 5-Ende einen Fluoreszenz-Donorfarbstoff (FAM = 6-
FAM-phosphoramidit) und am 3’-Ende einen Fluoreszenz |6schenden Akzeptorfarbstoff
(Quencher, MGB/TAMRA = minor groove binder/Carboxytetramethylrhodamin)
besitzen. Durch die rdumliche Nahe kann ein Energietransfer stattfinden. Wird nun
nach Anlagerung der TagMan-Sonde an den  DNA-Strang der Donorfarbstoff am 5’-
Ende der Sonde durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase abgetrennt,
so wird ein Energietransfer durch die entstehende rdumliche Entfernung unterbunden
und es wird eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzemission des Donorfarbstoffes
(FAM) bei einer Wellenlange (A) von 518 nm messbar (Didenko, 2001). Vorteil des
FRET bietet die spezifische Erfassung von fertigen DNA-Amplifikaten, sodass eine

Schmelzkurvenanalyse entfallt.

Zur Durchfihrung der Normalisierungs-PCR fiir 18S-rRNA wurde die SYBR Green

Methode gewahlt. Zu Beginn wurden die Forward und Reverse Primer (siehe
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Kapitel 7.5.6) auf 1:10 verdinnt und nach folgendem Schema (Tabelle 7) mit Braun
Aqua und Power SYBR® Green PCR zu einem Master-Mix zusammen pipettiert.
Dieser Master-Mix enthielt die Primer (forward und reverse), dNTPs
(Desoxyribonukleosidtriphosphate), den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green und eine
Tag-Polymerase. Hieraus wurden in jedes Well der 96-well Platte 19 pl Master-Mix

pipettiert und anschlielfend in jedes Well eines Probetriplikats je 1 ul cDNA

hinzugefugt.

Substanz Volumen pro Volumen
Triplikat einer Probe pro Well

1 Master-Mix (18S)

18S Primer forward 1,4 pl

18S Primer reverse 1,4 ul

B.Braun Aqua 27,9 pl 19 pl

Power SYBR® Green PCR Master Mix

(enthalt SYBR Green & AmpliTaq 34 ul

Gold® DNA Polymerase)
2 Probe (cDNA) 3 ul 1 ul

Tabelle 7: Master-Mix Ansatz fiir die SYBR Green Real Time PCR.

Zur Messung der Targets eNOS, VCAM-1, ICAM-1 und P-Selectin wurden die
TagMan-Sonden verwendet. Hierbei wurde ebenfalls ein Master-Mix nach folgendem
Schema erstellt (Tabelle 8). Die TagMan Kits enthielten die flir das gesuchte Target
vom Hersteller getestete Primer (siehe Kapitel 5.7.7), sowie mit einem Farbstoff-Donor
und Fluoreszenz unterdrickendem Quencher beladene DNA-Sonden. Nach
Anfertigung des Master-Mix wurde analog zur SYBR Green Methode ebenfalls je 19 pl
Master-Mix pro Well, sowie anschlieRend je 1 ul cDNA pro Probentriplikat zusammen

pipettiert.

Volumen pro Volumen

Substanz

Triplikat einer Probe pro Well
1 | Master-Mix (18S)

TagMan Kit
(enhalt Primer und TagMan-Sonden mit 3,4 ul 19 i
FAM-Farbstoff & MGB-Quencher)
B.Braun Aqua 27,9 pl
TagMan Gene Expression Master Mix
(enthalt AmpliTaq Gold® DNA 34 pl
Polymerase und dNTP)

2 | Probe (cDNA) 3yl 1 ul

Tabelle 8: Master-Mix Ansatz fiir die TagMan Real Time PCR.
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Nach Abschluss des Pipettierens enthielt jedes Well 20 yl Ansatz (19 pl
Master-Mix + 1 ul cDNA). Die 96-well Platte wurde anschlieRend mit einer Haftfolie
luftdicht verschlossen und kurz bei 4 °C und 1000 rpm (Umdrehungen pro Minute)
zentrifugiert, um mdgliche Luftblasen zu entfernen.

Hierauf folgte die PCR mit den Zykluseinstellungen aus Tabelle 9. Bei beiden
Methoden wurde als Negativkontrollle jeweils das letzte Triplikat der 96-well Platte mit
3 pl H20 (1 yl pro Well) statt mit cDNA befiillt.

1 | Aktivierung der AmpErase® 50°C 2 min Einmalig zu

2 | Aktivierung der DNA- R _ :

. | Polymerase, Inaktivierung von 95°C 10 min Beginn der PCR
3 | Denaturierung 95°C 15 Sek.

4 | Primer-Anlagerung 60°C 30 Sek. 45 Zyklen

5 | Elongation 60°C 30 Sek.

Tabelle 9: Zykluseinstellungen der Real-Time PCR.

1. Aktivierung der AmpErase ", welche alle dUTP-Kontaminationen aus dem cDNA-PCR-Ansatz entfernt. 2.
Aktivierung der DNA-Polymerase, sowie Inaktivierung der UNG (Uracil-N-Glykosylase) und Abbau von
verdauter dU-DNA. 3. Denaturierung der DNA-Doppelstrdnge. 4. Primer-Anlagerung an spezifische
DNA-Abschnitte. 4. Elongation des DNA-Strangs am 3’-Ende des Primers durch die Tag-Polymerase. Die
Schritte 3, 4 und 5 wurden insgesamt 45 mal wiederholt, bis eine ausreichende Anzahl an DNA-Kopien
vorlag.

Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte mittels des Programms CFX Manager
(BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D).

Durch das Programm wurde der CT-Wert (Cycle Threshold) jeder Probe in Echtzeit
bestimmt. Unter dem CT-Wert versteht man den Zyklus, an dem erstmalig eine
deutliche Fluoreszenzzunahme Uber die Hintergrundfluoreszenz registriert wird. Er
stellt somit den Beginn der exponentiellen Wachstumsphase dar. Um eine relative
Quantifizierung der DNA-Menge zu ermdéglichen, wurden die CT-Werte jeder Probe
eines Referenz-Gens (hier: 18S-rRNA) gemessen. Hierzu konnten die CT-Werte des
Zielgens normalisiert werden, um die relative Menge zu erhalten (ACT). Mithilfe des
Programms CFX Manager konnte anschliefend die normalisierte Expression (AACT)
ermittelt werden. Da die TagMan Kits eine Effektivitdt von nahezu 100% in einem PCR-
Zyklus garantieren, konnte auf eine Effizienzkorrektur verzichtet werden und der Fold
Change mithilfe der 24°"-Methode berechnet werden (Livak and Schmittgen, 2001).
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2.7.2 Semi-Quantitative Analyse von Proteinen (Western-Blot)

Zur semi-quantitativen Analyse von Proteinen wurde die von Burnette 1979 erstmals
entwickelte Methode des Western-Blots verwendet (Burnette, 1981). Bei dieser
Technik wird die Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Gréf3e und Ladung mittels
einer Gelelektrophorese erreicht. AnschlieRend werden die Proteine auf eine
Tragermembran Ubertragen (,Blotting®) und dort mithilfe von spezifischen Antikérpern

sichtbar gemacht.

2.7.2.1 Proteinisolierung aus Gewebestlicken

Zu Beginn des Proteinnachweises mittels Western-Blot erfolgte das Lésen der Proteine
aus den festen Gewebesticken, bevor im folgenden Schritt eine

Konzentrationsbestimmung erfolgen konnte.

Es wurden 100 ml eines Praparationspuffers (pH 7,4, Zusammensetzung siehe
Anhang) hergestellt und darin ein Protease Inhibitor geldést (Roche complete mini
EDTA-free Tablette). Im Anschluss wurden 1 - 2 diinne Venensticke (ca. 1 - 2 mm
Lange) mit ca. 80 - 100 pL des Praparationspuffer-Protease-Inhibitor Gemischs in
ein 1,5 ml groRes Tube gegeben. Nach Zugabe von 2 kleinen Metallkugeln (g 3 mm)
wurden die Gewebestiicke fir 4 min bei einer Frequenz von 20 Hz in einer
Schwingmihle geschittelt. Hierdurch wurde das Gewebe durch die Kugeln
mechanisch zerkleinert. Durch die lysierende Wirkung des Puffers auf die Zellwand
konnten die Proteine freigesetzt werden und gleichzeitig durch den Protease-Inhibitor
vor einem enzymatischen Abbau geschitzt werden. Nach dem Schitteln wurden die
Proben in den Tubes kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt (Zieltemperatur < 4 °C). Es
folgte eine Zentrifugation der Proben flr 2 min bei 14.000 rpm und + 4 °C. Im letzten
Schritt wurde der Uberstand nun vorsichtig mittels einer Pipette in ein frisches Tube

uberfuhrt und bis zur Konzentrationsbestimmung erneut auf Eis gelagert.

2.7.2.2 Quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der quantitativen Proteinkonzentraton wurde das DC™
(Detergent Compatible) Protein Assay Kit der Firma BioRad (Minchen, D) verwendet,
welches auf der von Lowry et al. (Lowry et al., 1951) eingefihrten Methode beruht,
jedoch eine schnellere maximale Farbentwicklung sowie ein stabilere Farbkonsistenz

Uber die Zeit aufweist.
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In eine 96-Well-Mikrotiterplatte wurden je 5 puyl der zu messenden
Proteinkonzentrationen in einer 1:10-Verdinnung (2 pl Probe + 18 pl dd H,0) als
Triplikate aufgetragen. Hierzu wurde im folgenden Schritt 25 yl der Reagenz A
(alkalische Lésung mit Kupferionen) hinzugefiigt. Nach Zugabe von 200 ul der
Reagenz B (Folin/Lowry-Reagenz) wurde die Platte fir 15 min im Dunkeln und bei RT
inkubiert. AnschlieBend folgte die photometrische Messung des Farbumschlags im
ELISA-Reader bei RT und einer Wellenlange (A) von 750 nm. Aus dem linearen
Verhaltnis der entwickelten Farbintensitat und der enthaltenen Proteinmenge wurde die
Proteinkonzentration fur jede Probe errechnet. Als Vergleichswerte diente hierzu eine
Kalibrierungskurve aus Triplikaten von Rinderserum (BSA = Bovine Serum Albumin)

mit aufsteigender Konzentration.

2.7.2.3 SDS-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Proteine wurden diese in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) anhand ihrer Molekulmasse aufgetrennt. Durch die negative Ladung der
Nukleinsduren (Phosphatgruppen) wandern die Proteine je nach Grof3e unterschiedlich
schnell entlang einer elektrischen Spannung durch eine Gel-Matrix zur Anode (Pluspol)
hin. Kleine Proteine wandern schnell durch das Gel und kénnen somit am unteren
Rand des Gels sichtbar gemacht werden, wahrend grof3e Proteine nur langsam durch
die Gel-Matrix wandern und somit im oberen Teil des Gels verbleiben. Das Prinzip der

Gelelektrophorese ist in Abbildung 7 veranschaulicht.
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Abbildung 7: Schema der elektrophoretischen Protein-Auftrennung in einem Polyacrylamid-Gel.
(nach BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D)
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Im Rahmen dieser Studie wurden 4-20% Polyacrylamid-Gele (Criterion™ TGX™ Gel,
Bio-Rad GmbH, Minchen, D) verwendet. Nach Ziehen des Kamms und Befillen der
Elektrophoresezelle mit Tris-Glycin-Puffer wurden 30 ug Proteinlysat mit ddH,O und
Ladepuffer (4x) in die Taschen gefillt. Als Kontrolle wurde in die erste Tasche ein
Protein-Standard (Precision Plus Standard, Bio-Rad GmbH, Minchen, D) mit
bekannten ProteingroRen pipettiert. Leere Taschen wurden zur Vermeidung eines
~smiley Effekts mit Ladepuffer gefiillt. AnschlieRend wurde die Elektrophorese fir
100 min bei 150 V durchgefihrt.

Nach Testung der Gelelektrophorese ergaben sich fur die verschiedenen Proben
bessere Ergebnisse bei vorherigem Aufbrechen der Sekundar- und Tertiarstruktur. So
wurden die Proben vor Testung auf die Targets eNOS und P-Selectin fir 5 min bei 95
°C denaturiert um eine Spaltung der Wasserstoffbriicken zu erreichen. Vor Testung auf
ICAM-1 wurde jeder Probe 2 pl eines 10-fach konzentrierten Reduktionsmittels
(NuPAGE, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) zugegeben um die Disulfidbricken

aufzubrechen.

2.7.2.4 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran

Der Transfer der Proteinbanden vom Gel auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgt in
sog. ,Sandwich-Technik® und beruht ebenfalls auf der Proteinbewegung entlang eines

elektrischen Spannungsfeldes (siehe Abbildung 8).

In dieser Studie wurde ein Nitrocellulose Transfer Pack (Bio-Rad GmbH, Miinchen, D)
verwendet, welches bereits ein fertiges Filterpapier-Membran-Filterpapier-Sandwich
enthielt. Es wurde somit lediglich das SDS-Gel zwischen Membran und Filterpapier
platziert, mit einer Walze luftblasenfrei ausgerollt und anschlieend fir 10 min einer

Spannung von 25 V (Stromstarke 2,5 Ampere) ausgesetzt.

Zur Kontrolle des Erfolgs des Proteintransfers sowie einer ersten Abschatzung der
Proteinmenge wurde die Nitrozellulosemembran fir 5 min mit PonceauS-Lésung
gefarbt (Romero-Calvo et al., 2010). Zur Dokumentation wurde ein Bild gemacht und

die Membran anschlieRend mit ddH,O wieder entfarbt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Proteintransfers vom Gel auf eine Membran.
(nach BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D)

2.7.2.5 Proteindetektion

Zu Beginn wurde die Membran mehrere Stunden mit 20 ml TBST-L6sung (siehe
Kapitel 7.5.8) inkubiert. Hierdurch wurden freie unspezifische Proteinbindungsstellen
blockiert und eine unspezifische Anlagerung der Antikdrper verhindert. Nach mehreren
Waschschritten (zum Loésen aller ungebundener Milchpulver-Reste) wurde die
Membran mit dem Priméarantikdrper inkubiert (Uber Nacht bei 4°C; siehe Kapitel
7.5.5.3).

Hierauf folgten am nachsten Tag mehrere Waschschritte, um ungebundene Antikdrper
zu entfernen. Im Anschluss wurde die Membran mit einem mit Meerrettich-Peroxidase
(HRP, Horseradish Peroxidase) gekoppelten Sekundarantikdrper [1:5000] inkubiert
(90 min bei RT, siehe Kapitel 7.5.5.4). Um eine Kreuzreaktion des Sekundarantikérpers
mit dem StrepTactin zu vermeiden, wurde der Protein-Standard getrennt mit einem
HRP-gekoppelten StrepTactin inkubiert (60 min bei RT). Im Anschluss an die

Inkubation wurden die Uberschussigen Zweitantikdrper mit TBST-Puffer abgewaschen.

Durch abschliefende Zugabe eines Substrats konnte eine Detektion der mit Antikdrper
spezifisch markierten Proteinbanden in der Dunkelkammer erfolgen. Bei dem Substrat
handelt es sich um die Chemilumineszenz Luminol (Aminoophthalsaurehydrazid),
welche durch HRP zu einem 3-Aminoophthalat-dianion oxidiert wird. Dieses stellt ein
instabiles Intermediat dar und geht unter Emission eines Photons im blaulichen Bereich

in einen stabilen Zustand lber (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schema der indirekten Immunfarbung.

Der Primarantikérper bindet spezifisch an ein Antigen auf der Nitrozellulose-Membran. Nach Abwaschen
aller nicht gebundenen primaren Antikdrper, wird ein Sekundarantikérper hinzugegeben. Dieser bindet
spezifisch an den Fc-Teil des ersten Antikdrpers und ist mit dem Enzym HRP (Meerrettich-Peroxidase)
gekoppelt. Im letzten Schritt erfolgt die Zugabe eines Substrats fir das Enzym. Dieses oxidiert das
Luminol und es werden Photonen bei einer Wellenldange von ca. 430 nm emittiert (blaulicher
Spektralbereich). Diese Lumineszenz kann mit einer CCD-Kamera dokumentiert werden.

Die Normalisierung der Proteinmenge erfolgte Uber die Detektion der
GAPDH-Proteinband. Hierzu wurde die Membran erneut mehrmals mit TBST
gewaschen, alle unspezifischen Bindungsstellen mit fettfreiem Milchpulver geblockt
(90 min bei RT) und abschlielfend mit einem HRP gekoppelten GAPDH-Antikérper
inkubiert (Uber Nacht bei 4 °C; Antikdrper siehe Kapitel 7.5.5.3). Da dieser Antikérper
bereits mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war, entfiel die Zugabe eines
Sekundarantikdrpers. Durch direkte Zugabe von Luminol (AceGlow) konnten die
Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Die Detektion der Banden erfolgte wiederrum

in der Dunkelkammer.

2.7.2.6 Auswertung Western-Blot

Die Auswertung des Western-Blots erfolgte mithilfe des Programms Image Lab
(BioRad Laboratories GmbH, Mlnchen, D). Hierbei wurden die Pixelintensitdten der
mit Antikdrper spezifisch markierten Proteinbanden gemessen und in Arbitrary Units
(AU, willkurliche Einheit) angegeben. Die Pixelintensitat der Proteinbande entspricht
der jeweils enthaltenen Menge des Targets, sodass durch Messung der Intensitaten
ein relativer Vergleich der Target-Mengen mdéglich wird.
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Jede gemessene Intensitdt eine Bande wurde auf das ebenfalls enthaltene
Haushaltsgen GAPDH bezogen und somit normalisiert. Die nun ermittelten
normalisierten Werte der Menge eines Targets wurden anschlielend den zwei

Gruppen zugeordnet.

2.8 Statistik

Die Aufbereitung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel 2011 fir Macintosh
(Version 15.13.4). Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem
Statistikprogramm SPSS Statistics Version 22 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen,
Deutschland) durchgefihrt.

Alle Werte sind als Mittelwerte mit Standardfehler (mean + SEM) angegeben. Zur
Uberpriifung der GauR’schen Normalverteilung aller erhobenen Daten wurde der
Shapiro-Wilks-Test angewendet. Bei gegebener Normalverteilung wurde zum
Vergleich der Ergebnisse der zwei Gruppen (VASOSHIELD vs. konventionell) ein t-
Test flr zwei unverbundene Stichproben durchgefiihrt. Lag keine Normalverteilung vor,
so wurde zur Analyse der Daten der Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Ein Ergebnis
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% (p-Wert < 0,05) galt als

signifikant.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe des Programms SPSS

Statistics zur Erstellung von Box-Plots und Balkendiagrammen.
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3.1 Endothelintegritat

Eine erste subjektive Beurteilung der Endothelintegritét erfolgte mittels HE-Farbung.
Zur  Quantifizierung der  Endothelschdden  erfolgte  anschlielend  eine

immunhistolchemisch Beurteilung anhand des Endothelzellmarkers CD31.

3.1.1 HE-Farbung

Wie in Kapitel 2.5 und 2.6.3 beschrieben, wurden mehrere HE-Farbungen jeder Probe

angefertigt und unter dem Lichtmikroskop begutachtet.

Das Augenmerk lag hierbei auf einer intakten VSM mit durchgangiger GefalRwand
ohne Risse oder technisch bedingte Artefakte. Die Gefalistruktur und besonders die
Endothelzellschicht konnten so einer ersten subjektiven Inspektion unterzogen werden.
Die folgende Abbildung zeigt beispielhaft HE-Farbungen von zwei VSM mit

unterschiedlicher Endothelbeschaffenheit



Abbildung 10: HE-Farbungen der VSM.

Bild A und B: VSM mit VASOSHIELD entnommen. Bild C und D: VSM mit konventioneller Spritze
entnommen. Bild A und C: 1,6-fache VergroRerung, Bild B und D: 10-fache VergroRerung.

Der unterschiedliche Farbton der Bilder ist durch verschiedene Einstellungen beim Fotografieren unter
dem Mikroskop bedingt.

Bild A und B zeigen eine intakte Gefal3struktur mit intakter Tunica adventitia (TA), Tunica media (TM) und
Tunica intima (Tl). Die Pfeile (=) in Bild B zeigen eine intakte Endothelzellschicht. Bild C und D zeigen
hingegen deutliche Endothelschéden (*) sowie einen Riss am Ubergang der TM und TA (Kreis).

Wie in Abbildung 10 gezeigt, konnten deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Proben und zwischen einzelnen Farbungen der gleichen VSM gesehen werden. In Bild
D sind teilweise grofflachige Endothelschaden (*) und Schaden in der GefalRwand
(Kreis) zu erkennen, wahrend in Bild A und B fast vollstandig intaktes Endothel und

eine intakte GefaRstruktur zu erkennen sind.

Anhand der HE-Farbungen wurden schliel3lich geeignete Schnitte der verschiedenen
Proben flir eine weitere immunhistologische Untersuchung ausgewanhlt.
Auswahlkriterium hierbei war eine intakte Gefalistruktur ohne technisch bedingte

Schadigungen der Schnitte.
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3.1.2 Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekil

Nach Auswahl geeigneter VSM-Abschnitte in der HE-Farbung erfolgte die
immunhistologische Farbung des Endothelmarkers CD31 (siehe Protokoll in
Kapitel 2.6.4.1).

Insgesamt konnten Proben aller 83 Patienten histologisch auf CD31 untersucht werden.
Je nach Lange der VSM wurden unterschiedlich viele einzelne Schnitte einer VSM
angefertigt. Im Durchschnitt konnten 3,4 histologische Schnitte einer VSM angeféarbt
werden (Minimum 1 Schnitt, Maximum 6 Schnitte).

Bei Ansicht unter dem Lichtmikroskop konnten, wie bereits bei den HE-Farbungen
angedeutet, deutliche Unterschiede der Endothelbeschaffenheit festgestellt werden.
Neben einem einfachen Verlust von Endothelzellen zeigten sich auch Risse der
Endothelschicht bis in tiefere Schichten der GefalRwand.

Die folgende Abbildung zeigt bespielhaft zwei Bilder mit Unterschieden der mit CD31
angefarbten Endothelschicht. So sind in Bild B deutliche Risse und Endothelschaden
(Kreise) sowie einzelne Stellen ohne CD31-Anfarbung (Pfeile) zu erkennen. In Bild A
hingegen ist die Endothelschicht nahezu vollstdndig fur CD31 angefarbt und somit

erhalten und ohne gréRere Schaden.
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Abbildung 11: CD31-positive Endothelstrecke und Endothelschéaden.
Bild A zeigt eine intakte Endothelstrecke mit durchgehend CD31-positiver Farbung (braun). In Bild B zeigt
sich eine diskontinuierliche Endothelstrecke mit mehreren Rissen und Endothelunterbrechungen (Kreise),
sowie vereinzelt Stellen ohne CD31-Anféarbung (-).
Vv = Vasa vasorum, deren Endothelzellen ebenfalls CD31 positiv angefarbt sind (braun). TA = Tunica
adventitia, TM = Tunica media, Tl = Tunica intima
Der unterschiedliche Farbton der Bilder ist durch verschiedene Einstellungen (z.B. Farbkontraste) beim
Fotografieren unter dem Mikroskop bedingt.
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Abbildung 12: Vergleich der Endothelschidden (CD31) je nach Gruppe.

Bild A = VASOSHIELD; intakte Endothelstrecke (CD31 = braun).

Bild B bis E = konventionell; Es zeigen sich ausgepragte Endothelschaden (Kreis = Riss im Endothel und
Freilegung subendothelialen Gewebes, - = fehlendes Endothel). Die Endothelzellen der Vasa vasorum
sind ebenfalls positiv fir CD31 (braun).

TA = Tunica adventitia, TM = Tunica media.

In Abbildung 12 sind beispielhaft Proben der VASOSHIELD-Gruppe (Bild A) und Bilder
der konventionellen Entnahmemethode (Bild B bis E) dargestellt. Es ist zu erkennen,
dass bei konventioneller Entnahme deutliche Endothelschaden (Kreise) und einzelne

Bereiche im Endothel ohne CD31-Anfarbung (Pfeile) auftreten.

Beim Vergleich der gemessenen Endothelstrecken beider Gruppen zeigte sich eine
langere Endothelstrecke bei Entnahme mittels VASOSHIELD-Spritze (CD31-Anteil:
VASOSHIELD 57,93% + 3,12, n = 40 vs. konventionell 52,11% * 3,56, n = 43). Dieser
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,225, n = 83).
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Abbildung 13: Boxplot mit CD31-Anteil nach Gruppen.

Im Vergleich der zwei Gruppen zeigte sich in der VASOSHIELD-Gruppe eine besser erhaltene
Endothelzellschicht (Median: CD31-Anteil in Prozent des Gesamtlumens; VASOSHIELD: 60,95%, n = 40
vs. konventionell: 54,91%, n = 43). Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (p = 0,225). Zudem
zeigt sich bei konventioneller Entnahme eine deutlich gréRere Spannweite (Minimum bis Maximum).

Wie im Boxplot in Abbildung 13 zu erkennen ist, zeigt die konventionelle Entnahme
eine deutlich grofere Spannweite der Werte mit extrem geringem CD31-Anteil
(Minimum 1,5 %) und extrem hohem CD31-Anteil (Maximum 89,9 %). Die
Standardabweichung war mit 23,31% bei konventioneller Entnahme ebenfalls groRer
(vs. 19,74% bei VASOSHIELD).

Ebenso kann anhand des Boxplots bei konventioneller Entnahme ein deutlich grof3eres
25% - 75%-Quartil, sowie ein sehr grolRes 25-50%-Quartil und eine groRe Spannweite
vom Minimum bis zum Median abgelesen werden. Dies deutet auf ein gehauftes
Aufkommen von Proben mit einem geringen CD31-positiven Endothelanteil von unter
50% hin. Mittels Vierfeldertafel konnte dies bestatigt werden.

Bei konventioneller Entnahme treten im Vergleich zur VASOSHIELD-Gruppe deutlich
mehr Proben mit weniger als 50% CD31-Anteil auf (konventionell: n =20,
VASOSHIELD: n = 11). Dies entspricht in Bezug auf alle Proben einer Gruppe bei
konventioneller Entnahme nahezu der Halfte aller VSM (konventionell 46,51% vs.
VASOSHIELD 27,5%). Dieser Unterschied blieb statistisch ohne Signifikanz, jedoch
mit deutlicher Tendenz fir eine vermehrte Endothelschadigung Uber 50% bei

konventioneller Entnahmetechnik (p = 0,074, n = 83).
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Die folgende Abbildung zeigt die Verteilung der Proben innerhalb der Gruppen mit

mehr oder weniger als 50% CD31-positivem Endothelanteil.

CD31-Anteil
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n =40
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Abbildung 14: Probenverteilung je Gruppe mit mehr oder weniger als 50% Endothelschadigung.

Die Abbildung zeigt die Anzahl der Proben jeder Gruppe mit weniger (blau schraffiert) oder mehr (beige)
als 50% CD31-positivem Endothelanteil. Bei konventioneller Entnahme traten im Vergleich zur
VASOSHIELD-Gruppe mehr Proben mit einem Endothelschaden von >50% auf (n = 20 vs. n = 11, blaue
Balken). Bezogen auf die Gesamtzahl der VSM in jeder Gruppe entspricht dies bei konventioneller
Entnahme mit 46,5% knapp der Halfte aller untersuchten Proben, wahrend in der VASOSHIELD-Gruppe
lediglich in 27,5% weniger als 50% CD31 angefarbt wurde. Dieser Unterschied war statistisch ohne
Signifikanz, jedoch mit deutlicher Tendenz (p = 0,074).

Bei Ausmessung der Lumenstrecke fielen nebenbefundlich ebenfalls Unterschiede auf.
Diese Unterschiede, moglicherweise als Folge der Dehnung nach Spulen mit hohem
Druck, ergaben im Durchschnitt ein gréReres Lumen bei konventioneller Entnahme
(Angabe in  mm; konventionell: 7,576 +0,276, n=43 vs. VASOSHIELD:
7,021 £ 0,297, n = 40). Die Differenz der Lumenstrecke war statistisch jedoch nicht
signifikant (p = 0,174)
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3.2 Adhasionsmolekiile

Wie in Kapitel 1.2.1 bereits beschrieben spielen Adhasionsmolekile der
Immunoglobulin Superfamilie wie ICAM-1, VCAM-1 und P-Selectin eine entscheidende
Rolle in der Entwicklung der VGD. Als Folge einer Stressreaktion werden sie rasch
hochreguliert und auf aktivierten Endothelzellen exprimiert, wo sie zu einer Adhasion

von Thrombozyten und Leukozyten fiihren.

3.2.1 Intercellular adhesion molecule 1

ICAM-1 ist ein transmembranes Protein, welches in niedriger Konzentration durchweg
auf Endothelzellen prasent ist. Nach Stimmulation kann es hochreguliert werden und

wirkt Uber die Bindung und Transmigrationvon Leukozyten proinflammatorisch.

3.2.1.1 Immunfluoreszenzhistochemie fiir ICAM-1

Es wurden probeweise immunfluoreszenzhistochemische Farbungen fir ICAM-1

entsprechend dem Protokoll in Kapitel 2.6.4.1 durchgefuhrt.

Bei Betrachtung der Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop waren die Schnitte
positiv bezuglich des Antikérpers gegen ICAM-1. Es zeigten sich jedoch nur sehr
geringe Mengen des angefarbten Targets auf dem Endothel, sodass eine objektive
Auswertung durch Abmessung der angefarbten Endothelstrecke entsprechend dem
Vorgehen fur CD31 nicht durchfiihrbar war. Da die fluoreszierenden Antikdrper fir
ICAM-1 nicht immer mit Kernen von Endothelzellen Ubereinstimmten, war eine
Abzahlung der angefarbten Endothelzellen zur Quantifizierung von ICAM-1 nicht

sinnvoll.

In Abbildung 15 sind beispielhaft floureszierende Farbungen des Adhasionsmolekiils
ICAM-1 (rot) auf dem Endothel in Relation zu den Zellkernen (blau) dargestellt. In Bild
C sind beispielhaft Endothelzellen markiert (weiler Pfeil), welche offensichtlich kein
ICAM-1 exprimieren, wahrend in Bild B der rot fluoreszierende Antikérper fir ICAM-1

markiert ist (weiler Kreis).
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Abbildung 15: Immfluoreszenzhistochemie des Adhasionsmolekiils ICAM-1.

Bild A: Zellkerne mit DAPI-Farbung (4’,6’-Diamidin-2-phenylindol). Bild B: Fluoreszenzfarbung des
Molekils ICAM-1 (rot). Der weifl3e Kreis zeigt beispielhaft fluoreszierende Antikérper gegen IAM-1. Bild C:
Overlay aus DAPI und Target. Die weilen Pfeile (=) zeigen Zellkerne von Endothelzellen ohne
Expression von ICAM-1. Bilder in 63-facher Vergrofierung.

3.2.1.2 Quantitative Real-Time PCR fir ICAM-1

Nachdem eine Quantifizierung der Adhasionsmolekule histochemisch nicht mdglich
war, wurde eine weitere molekularbiologische Untersuchung mittels Real-Time PCR
durchgeflihrt (siehe Kapitel 2.7.1). Aufgrund einiger kurzer VSM-Proben konnte nicht
fur alle Proben genitigend Material fir die PCR gewonnen werden, sodass letztendlich
insgesamt n = 58 Proben (konventionell: n =26, VASOSHIELD: n = 32) zur Analyse

mittels gRT-PCR eingeschlossen werden.

Beim Vergleich der Ergebnisse fir ICAM-1 zeigte sich eine verstarkte Expression von
ICAM-1 bei konventioneller Entnahme (konventionell: 0,9753 £ 0,0069, n =32 vs.
VASOSHIELD: 0,9075 +0,0350, n=26). Dieser Unterschied war statistisch
hochsignifikant (U = 208, Z = - 3,252, p = 0,001, n = 58).



In Abbildung 16 sind die Ergebnisse der RT-PCR fur ICAM-1 nochmals als Boxplot

dargestellt.
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Abbildung 16: Boxplot mit dem Fold Change von ICAM-1 in der qRT-PCR.

Es zeigt sich eine vestarkte Expression von ICAM-1 bei konventioneller Entnahme im Vergleich zur
VASOSHIELD-Spritze (Median: VASOSHIELD 0,9733 vs. konventionell 0,9901). Dieser Unterschied war
statistisch hochsignifikant (p =0,001). In der VASOSHIELD-Gruppe zeigt sich zudem eine gréRere
Spannweite (Minimum bis Maximum) des Fold Change.

3.2.1.3 Western-Blot fir ICAM-1

Wie auch fur die RT-PCR konnte nicht fur alle 84 Proben ein Western-Blot
durchgefuhrt werden, sodass insgesamt n = 40 Proben zur semiquantitativen Analyse
mittels Western-Blot eingeschlossen werden konnten. (VASOSHIELD: n = 20 Proben,

konventionell: n = 20 Proben).

In Abbildung 17 sind beispielhaft die Proteinbanden fir ICAM-1 (85 — 110 kDa, obere
Zeile) und das Normalisierungsprotein GAPDH (37 kDa, untere Zeile) im Western-Blot

dargestellt.



Protein Gruppe 1 Gruppg 2
Standard (VASOSHIELD) (konventionell)
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Abbildung 17: Western-Blot fir ICAM-1.

Beispielhaft sind hier Proteinbanden fur ICAM-1 (Proteinmasse 85-110 kDa, hier ca. 85 kDa) und GAPDH
(Housekeeping-Protein, Proteinmasse 37 kDa) im Western-Bot gezeigt.

Banden 1 -5: Gruppe 1, Banden 6 - 10: Gruppe 2. Es zeigen sich unterschiedliche Mengen an GAPDH
(vorallem Bande 1 enthalt wenig GAPDH). Im Vergleich der zwei Gruppen scheinen in Gruppe 2 die
Proteinbanden fir ICAM-1 (vorallem in Spalte 6, 7 und 8) deutlich starker ausgepragt.

Belichtungszeit 100 Sekunden. kDa = Kilodalton (Moekiilmasse),

Im hier dargestellten Western-Blot I&sst sich die unterschiedliche Intensitat der ICAM-1
Banden erkennen. Wahrend in der konventionellen Gruppe die Spalten 6, 7 und 8 am
dunkelsten erscheinen und somit mutmaflich am meisten ICAM-1 enthalten, sind in
der VASOSHIELD-Gruppe vor allem in Spalte 1 bis 4 nahezu keine Banden erkennbar.
Hierbei muss jedoch die Normalisierung auf das Housekeeping-Gen GAPDH beachtet
werden. So ist in Spalte 1 die Bande fir GAPDH deutlich schwacher als in den
restlichen Spalten. In Bezug auf die geringe GAPDH-Menge in Probe 1 steigt die relativ

gemessene Intensitat an ICAM-1 somit an.

Nach Intensitatsmessung und Normalisierung aller 40 Proben konnte eine verstarkte
Expression von ICAM-1 bei konventioneller Entnahme gemessen werden (Angabe in
AU; konventionell: 20,7650 £ 9,2497, n=20 vs. VASOSHIELD: 9,9308 £ 1,8700,
n = 20). Dieser Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant (U =155, Z = -
1,217, p = 0,224, n = 40).



In Abbildung 18 sind die Intensitdten des Western-Blots fur ICAM-1 in einem Boxplot

veranschaulicht.
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Abbildung 18: Boxplot mit ICAM-1 Pixelintensitat im Western-Blot

Der Boxplot zeigt die gemessene Pixelintesitaten fir ICAM-1 der zwei Gruppen. Anhand des Medians
zeigt sich, dass bei konventioneller Entnahme etwas mehr ICAM-1 exprimiert wird (Median: Angabe in AU;
konventionell: 8,6299 vs. VASOSHIELD: 6,5555). Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant (p = 0,224). In der VASOSHIELD-Gruppe zeigt sich zudem eine gréRere Spannweite (Minimum
bis Maximum). AU = Arbitrary Unit.

3.2.2 Vascular cell adhesion molecule 1

VCAM-1 ist wie ICAM-1 ein Adhasionsmolekil auf Endothelzellen, welches nach einer
Stressreaktion hochreguliert wird und ebenfalls zur Bindung von Leukozyten auf den
Endothelzellen flhrt.

3.2.2.1 Immunfluoreszenzhistochemie fir VCAM-1

In dieser Arbeit konnte VCAM-1 auf Endothelzellen immunfluoreszenzhistochemisch
nicht nachgewiesen werden. Dieser Umstand konnte so bereits in friheren Studien
beschrieben werden. Die weitere Untersuchung von VCAM-1 erfolgte schlief3lich
mittels qRT-PCR.



3.2.2.2 Quantitative Real-Time PCR fiur VCAM-1

Es konnten insgesamt n =58 Proben (VASOSHIELD: n = 26, konventionell: n = 32)
mittels gRT-PCR auf den Marker VCAM-1 untersucht werden.

Mittels RT-PCR liel3 sich eine verstarkte Expression von VCAM-1 bei konventioneller
Entnahme nachweilen (konventionell: 0,9056 + 0,0188, n =33 vs. VASOSHIELD:
0,8161 £ 0,0315, n =26). Der Median zeigte die gleiche Tendenz (konventionell:
0,9519 vs. VASOSHIELD: 0,8447). Dieser Unterschied war statistisch sehr signifikant
(U=233,Z2=-2,861, p=0,004, n =58).

In Abbildung 19 sind die Fold Change der RT-PCR fur VCAM-1 als Boxplot dargestellt.
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Abbildung 19: Boxplot mit dem Fold Change von VCAM-1 in der qRT-PCR.

Es zeigt sich ein deutlich vestarktes Vorliegen von VCAM-1 bei konventioneller Entnahme im Vergleich zur
VASOSHIELD-Spritze (Median: konventionell 0,9519 vs. VASOSHIELD 0,8447). Dieser Unterschied war
statistisch sehr signifikant (p = 0,004). In der VASOSHIELD-Gruppe zeigt sich zudem eine gréRere
Spannweite (Minimum bis Maximum) des Fold Change.
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3.2.2.3 Western-Blot fur VCAM-1

Insgesamt lag nur eine geringe Menge an Probenmaterial der VSM zur
molekularbiologischen Untersuchung vor. Nachdem VCAM-1 genau wie ICAM-1 zur
Bindung von Leukozyten an die Endothelzellen fihrt und in vorherigen Arbeiten eine
geringere Veranderung von VCAM-1 im Vergleich zu ICAM-1 beschrieben wurde,
erfolgte zugunsten von ICAM-1 und den anderen Targets keine weitere Analyse von
VCAM-1 mittels Western-Blot.

3.2.3 P-Selectin

P-Selectin ist wie ICAM-1 und VCAM-1 ein Zelladhdsionsmolekll (cell adhesion
molecule, CAM) und wird ebenfalls auf aktivierten Endothelzellen nach Stressreaktion

exprimiert.

3.2.3.1 Immunfluoreszenzhistochemie fiir P-Selectin

In dieser Arbeit konnte P-Selectin immunhistologisch mithilfe von fluoreszierenden
Antikérpern nachgewiesen werden (siehe Protokoll Kapitel 2.6.4.1). Wie bereits bei den
Farbungen fir ICAM-1 war unter dem Fluoreszenzmikroskop lediglich ein sehr geringer
Anteil des Endothels fur P-Selectin angefarbt. Eine immunhistologische Quantifizierung
von P-Selectin war wie schon bei ICAM-1 somit nicht durchfiihrbar.

Abbildung 20 zeigt beispielhaft die Immunfluoreszenz von P-Selectin (rot) entlang des
Endothels einer VSM. In Bild B sind rot fluoreszierend die Antikorper fiir P-Selectin auf

den Endothelzellen zu sehen (weil3e Pfeile).
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzhistochemie der Targets P-Selectin.

Bild A: Zellkerne mit DAPI-Farbung (4’,6’-Diamidin-2-phenylindol). Bild B: Fluoreszenzfarbung des
ausgewahlten Targets P-Selectin (rot) auf Endothelzellen, die weilen Pfeile (=) zeigen beispielhaft
fluoreszierende Antikorper gegen P-Selectin. Bild C: Overlay aus DAPI und Target. Bilder in 40-facher
VergroRerung.




3.2.3.2 Quantitative Real-Time PCR fiir P-Selectin

Es konnten insgesamt n = 58 Proben (VASOSHIELD: n = 26, konventionell: n = 32) zur

gRT-PCR-Analyse auf P-Selectin eingeschlossen werden.

Die Ergebnisse der RT-PCR ergaben eine leicht erh6hten Fold Change von P-Selectin
in der VASOSHIELD-Gruppe (VASOSHIELD: 0,7555+0,0302, n=26 vs.
konventionell: 0,7294 + 0,0340, n = 32). Der Median zeigte die gleichen Tendenz
(VASOSHIELD: 0,7927 vs. konventionell: 0,7761). Dieser Unterschied des Fold
Change fiir P-Selectin war statistisch nicht signifkant (U = 399, Z = - 0,266, p = 0,790,
n = 58).

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse er RT-PCR fir P-Selectin nochmals als Boxplot

dargestellt.
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Abbildung 21: Boxplot mit dem Fold Change von P-Selectin in der qRT-PCR.

Es zeigt sich in beiden Gruppen ein nahezu identischer Fold Change (Median: VASOSHIELD 0,7927 vs.
konventionell: 0,7761). Der Unterschied im Fold Change fir P-Selectin ist statistisch nicht signgikant
(p = 0,790). Bei konventioneller Entnahme zeigt sich eine gréfRere Spannweite der Werte (Minimum bis
Maximum).
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3.2.3.3 Western-Blot fur P-Selectin

Zur Analyse mittels Western-Blot konnten insgesamt n = 64 Proben eingeschlossen
werden (VASOSHIELD: n = 32 Proben, konventionell: n = 32 Proben).

In Abbildung 22 sind beispielhaft die Proteinbanden fiir P-Selectin (140 kDa, obere
Zeile) und das Normalisierungsprotein GAPDH (37 kDa, untere Zeile) im Western-Blot

dargestellt.

Protein Gruppe 1 Gruppe 2

Standard (VASOSHIELD) (konventionell)
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Abbildung 22: Western-Blot fiir P-Selectin.

Beispielhaft sind hier Proteinbanden fir P-Selectin (Proteinmasse 140 kDa) und GAPDH (Housekeeping-
Protein, Proteinmasse 37 kDa) im Western-Bot gezeigt. Banden 1 - 5: Gruppe 1, Banden 6 - 10: Gruppe 2.
Es zeigen sich unterschiedliche Mengen an GAPDH (vor allem Bande 1 enthalt wenig GAPDH). Im
Vergleich der zwei Gruppen scheinen in Gruppe 2 die Proteinbanden fiir P-Selectin (vor allem in Spalte 6)
starker ausgepragt. kDa = Kilodalton (Moekullmasse), Belichtungszeit 300 Sekunden.

Im dargestellten Western-Blot fiir P-Selectin lasst sich die unterschiedliche Intensitat
der Bande erkennen. Im Vergleich der zwei Gruppen scheinen die Banden bei
konventioneller Entnahme dunkler (vorallem Spalte 6). In der VASOSHIELD-Gruppe
sind die Banden fur P-Selectin alle sehr schwach ausgepragt. Weiterhin ist erkennbar,
dass Probe 1 vergleichsweise wenig GAPDH enthalt, was die Menge an P-Selectin

hierauf hierauf bezogen relativ ansteigen lasst.

Die Messung der Intensitaten ergab bei konventioneller Entnahme eine verstarkte
Expression von P-Selectin (Angabe in AU; konventionell: 7,6993 + 1,5566, n = 32 vs.
VASOSHIELD: 7,5738 £ 1,0930, n = 32). Dieser Unterschied fur P-Selectin war jedoch
statistisch nicht signifikant (U = 488, Z = -0,322, p = 0,747, n = 64).



Die Ergebnisse der Intensitdten von P-Selectin im Western-Blot sind in Abbildung 23

als Boxplot dargestellt.
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Abbildung 23: Boxplot mit P-Selectin Pixelintensitat im Western-Blot

Der Boxplot zeigt die gemessene Pixelintesitdten fur P-Selectin der zwei Gruppen. Der gemessene
Unterschied der Pixel-Intensitat war jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,747). In der VASOSHIELD-
Gruppe zeigt sich zudem eine gréere Spannweite der Messwerte (Minimum bis Maximum).
AU = Arbitrary Unit.

3.3 Stickstoffmonoxid (NO)

Wie in Kapitel 1.2.1 und Kapitel 1.2.2 beschrieben spielt NO als vasoprotektiver Faktor
und Regulator der kardiovaskuldaren Homdostase eine entscheidene Rolle bei den

Prozessen der VGD.

3.3.1  Endotheliale NO-Synthase

Aufgrund seiner sehr kurzen Halbwertszeit ist NO instabil und muss standig neu

synthetisiert werden. Dies geschieht in der VSM uber die endotheliale NO-Synthase.



58 3 ERGEBNISSE

3.3.1.1  Immunfluoreszenzhistochemie fiir eNOS

Entsprechend dem Vorgehen fir ICAM-1 und P-Selectin erfolgte die
immunfluoreszenzhistochemische Anfarbung von eNOS.

Die Schnitte waren unter dem Fluoreszenzmikroskop positiv fir eNOS. Wie bereits bei
ICAM-1 und P-Selectin waren jedoch erneut nur sehr geringe Anteile des Endothels
der VSM angeféarbt, sodass eine Quantifizierung der eNOS-Menge nicht mdglich war.
In Abbildung 24 ist beispielhaft eine Farbung von eNOS (rot) in Relation zu den
Zellkernen (blau) dargestellt. In Bild B sind die rot fluoreszierenden Antikdrper gegen
eNOS dargestellt (weiller Kreis), wahrend teilweise auch Endothel ohne eNOS-

Markierung zu sehen ist (weille Pfeile).

Abbildung 24: Immunfluoreszenzhistochemie der Targets eNOS.

Bild A: Zellkerne mit DAPI-Farbung (4’,6’-Diamidin-2-phenylindol). Bild B: Fluoreszenzfarbung des
ausgewahlten Targets eNOS (rot) auf Endothelzellen, die weilen Pfeile (=) zeigen beispielhaft den
Bereich ohne eNOS. Bild C: Overlay aus DAPI und Target. Bilder in 40-facher Vergrof3erung.

3.3.1.2 Quantitative Real-Time PCR fur eNOS

Es konnten insgesamt n =58 Proben (VASOSHIELD: n = 26, konventionell: n = 32)
mittels gRT-PCR auf das Target eNOS untersucht werden.

Die Auswertung der PCR ergab eine leicht verstarkte Expression von eNOS in der
VASOSHIELD-Gruppe (VASOSHIELD: 0,6445 £ 0,0352, n =26, vs. konventionell:
0,6342 £ 0,0322, n = 32). Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant
(U=408,Z=-0,125, p = 0,900, n = 58).

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der qRT-PCR fir eNOS in einem Boxplot
graphisch dargestellt.
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Abbildung 25: Boxplot mit dem Fold Change von eNOS in der qRT-PCR.
Der Boxplot zeigt den errechneten Fold Change fir eNOS der zwei Gruppen. Insgesamt zeigt sich eine
leicht verstarkte Expression von eNOS in der VASOSHIELD-Gruppe, jedoch ohne statistische Signifikanz

(p = 0,900).

3.3.1.3 Western-Blot fir eNOS

Fiar die semiquantitative Analyse mittels Western-Blot konnten insgesamt n = 64

Proben (VASOSHIELD: n = 32, konventionell: n = 32) eingeschlossen werden.

In Abbildung 26 ist beispielhaft die Proteinbanden fir eNOS (133 kDa, obere Zeile) und
das Housekeeping-Gen GAPD (37 kDa, untere Zeile) im Vergleich beider Gruppen

dargestellt.
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Abbildung 26: Western-Blot fiir eNOS.

Beispielhaft sind hier Proteinbanden fiir eNOS (Proteinmasse 133kDa, hier ca. 160kDa) und GAPDH
(Housekeeping-Protein, Proteinmasse 37 kDa) im Western-Bot gezeigt.

Banden 1 - 5: Gruppe 1, Banden 6 - 10: Gruppe 2. Es zeigen sich unterschiedliche Mengen an GAPDH
(vor allem Bande 1 enthalt wenig GAPDH). Im Vergleich der zwei Gruppen scheinen in Gruppe 2 die
Proteinbanden fiir eNOS (vor allem in Spalte 6 bis 9) starker ausgepragt. kDa = Kilodalton (Moekilmasse),
Belichtungszeit 100 Sekunden.

In obiger Abbildung sind unterschiedliche Intensitdten der Banden und somit auch
unterschiedliche Mengen an eNOs zu sehen. In Spalte 6 bis 9 ist die Bande deutlich
dunkler als in den anderen Proben, sodass hier eine erhdhte eNOS-Menge zu

erwarten ist.

Der Vergleich der Bandenintesitaten ergab eine minimal verstarkte eNOS-Expression
bei konventioneller Entnahme (Angabe in AU; konventionell: 17,8665 + 2,2409, n = 32
vs. VASOSHIELD: 16,5513 £1,9291, n=32). Dieser Unterschied der eNOS-
Expression war statistisch nicht signifikant (U = 493, Z = - 0,255, p = 0,799, n = 64).



Die Ergebnisse fir eNOS im Western-Blot sind in Abbildung 27 nochmals als Boxplot
graphisch dargestellt. Es ist eine deutlich weitere Spannweite (Minimum bis Maximum)

der Werte bei konventioneller Entnahme zu sehen.
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Abbildung 27: Boxplot mit eNOS Pixelintensitdt im Western-Blot

Der Boxplot zeigt die gemessene Pixelintesitaten fir eNOS der zwei Gruppen. Anhand des Medians zeigt
sich, dass bei konventioneller Entnahme etwas mehr eNOS exprimiert wurde (Angabe in AU; Gruppe 1:
Median 13,7665 vs. Gruppe 2: 14,0878). Dieser Unteschied war jedoch statitisch nicht signifikant
(p =0,799). Bei konventioneller Entnahme zeigt sich zudem eine gréRere Spannweite (Minimum bis
Maximum). AU = Arbitrary Unit



3.4 Vergleich der qRT-PCR Ergebnisse
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Abbildung 28: Boxplot aller Targets in der qRT-PCR nach Gruppen.

Es zeigen sich deutliche Unterschiede im Fold Change der unterschiedlichen Targets zueinander. Fir die
Targets eNOS und P-Selectin sind keine relevanten Unterschiede in beiden Gruppen erkennbar. Bei
VCAM-1 und ICAM-1 zeigt sich bei konventioneller Entnahme jeweils mehr Adhasionsmolekil als bei
Entnahme mittels VASOSHIELD-Spritze. Statistische Signifkanz der Unterschiede: *p > 0,05;
**p =0,004; *** =p=0,0001.

3.5 Vergleich der WB Ergebnisse
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Abbildung 29: Boxplot aller Targets im Western-Blot nach Gruppen.
Es zeigen sich leichte Unterschiede der Targets eNOS, ICAM-1 und P-Selectin. Alle Targets sind bei
konventioneller Entnahme leicht verstarkt messbar, jedoch ohne statistische Signifikanz (* p > 0,05).



4 DISKUSSION UND AUSBLICK

4.1 Versuchsaufbau und Methodik

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die erste prospektive randomisierte
Studie, welche den Einfluss des Spuildrucks bei Entnahme von humanen VSM auf die

Gefaliqualitat untersucht.

In den bisher durchgefiihrten Studien wurde zumeist der Einfluss eines fixen
Spuldrucks (z.B. 100 mmHg, 200 mmH oder 300 mmHg) uber eine willkirlich
festgelegte Zeitspanne (z.B. 15 Sekunden, 1 Minute oder 2 Minuten) auf die Qualitat
der VSM untersucht. In der hier vorliegenden Arbeit wurde jedoch die heute als
Standard geltende Entnahmemethode mittels konventioneller Spritze mit der Enthahme
mittels einer drucklimitierenden Spritze im klinischen Alltag verglichen. Andere
Einflussfaktoren auf die Gefallqualitdt, wie z.B. die intraoperative Entnahmetechnik,
wurden in beiden Gruppen entsprechend gleich durchgefiihrt, um den Einfluss auf die

Gefaliqualitat zu minimieren.

Die Verarbeitung der Proben, Durchfiihrung der Experimente und spatere Auswertung
erfolgten verblindet. Die Methodik mittels Immunhistologie, qRT-PCR und Western-Blot
gilt heute als Standardmethodik zur Analyse quantitativer Unterschiede bestimmter
Targets. Durch Anfertigung mehreren histologischer Schnitte aus unterschiedlichen
Abschnitten der VSM konnten mdgliche Extremwerte in der Endothelschadigung
ausgeglichen werden. Das Probenmaterial fir die qRT-PCR und den Western-Blot
wurde ebenfalls aus verschiedenen Abschnitten der VSM-Stiucke gewonnen, um auch

hier mogliche Extremwerte zu vermeiden.



4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Endothelintegritat

Bereits 1976 konnten Ramos et al. den schadigenden Einfluss des Spildrucks auf die
Endothelzellen von vendsen Gefallen nachweisen (Ramos et al., 1976). Hofer et al.
bestatigten diese Ergebnisse und identifizierten die Dehnung der vendsen Gefalle als
wichtigsten Einflussfaktor fur die Verletzung der VSM (Hofer et al., 1981). Sie konnten
zeigen, dass nach konventioneller Entnahme der VSM deutliche
Endothelveranderungen wie Schwellung und Verlust von Endothelzellen sowie Risse
im Endothel auftraten. Unter Drucklimitierung auf 100-120 mmHg lieR sich eine deutlich
bessere Endothelintegritat im Vergleich zur Enthahme ohne Druckkontrolle nachweisen
(Hasse et al., 1981).

Mit zunehmendem Verstandnis Uber die Prozesse der VGD konnte eine Korrelation
von Endothelschdden und dem friihen Transplantatversagen durch Thrombosierung
ausgemacht werden (Manchio et al., 2005)(Sasaki et al., 2000). Khaleel und Kollegen
konnten bereits zeigen, dass die Endothelintegritat signifikant von der Hoéhe des
durchschnittlichen Spuldrucks sowie der Dauer des Spulens abhangt (Khaleel et al.,
2012). Hieraus ergab sich der Ansatz, durch veranderte Prozesse bei der Entnahme
der VSM eine Schadigung des Gefalies zu reduzieren (Dashwood and Loesch, 2007).
Aufgrund des direkt schadigenden Einflusses des Spuldrucks auf die Endothelintegritat
scheint der einfachste und effektivste Weg zur Verbesserung der Bypassqualitat somit
die Reduktion des Spuldrucks der VSM (z.B. mittels VASOSHIELD-Spritze) zu sein
(McCready, 2013).

In dieser Arbeit konnten bereits in der ersten subjektiven Beurteilung der HE-
Farbungen deutliche Unterschiede in der Gefalistruktur und Endothelintegritat
festgestellt werden. Es zeigten sich zum Teil deutliche Risse im Endothel und haufig

waren grof3e Teile des Endothels abgetragen.

Zur genaueren Evaluation des Endothels wurde der Marker CD31 ausgewahlt. CD31
ist ein Adhasionsmolekil der Immunglobulin Superfamilie und wird vor allem auf
Endothelzellen exprimiert und ist dort bei der Zell-Zell-Interaktion sowie der
Transmigration von Leukozyten beteiligt (Muller et al., 1993)(Jang et al., 1994).
Aufgrund des ubiquitdren Vorkommens und seiner konstitutiven Expression auf
Endothelzellen dient CD31 in der Immunhistochemie als Standardmethode zum

Nachweis von Endothelzellen (Krieglstein and Granger, 2001)(llan and Madri, 2003).



Die absoluten Ergebnisse der CD31-Analyse in der vorliegenden Arbeit ergaben im
Mittel einen grélReren CD31-positiven Endothelanteil in der VASOSHIELD-Gruppe als
Zeichen einer verstarkten Endothelschadigung bei konventioneller Entnahme. Dieser
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,225). Bei knapp der Halfte
aller konventionell enthommenen Proben konnte ein CD31-positiver Endothelanteil von
<50% gemessen werden, wahrend in der VASOSHIELD-Gruppe diese ausgepragten
Endothelschaden deutlich seltener auftraten. Dieser Unterschied blieb statistisch ohne

Signifikanz, jedoch mit deutlicher Tendenz (p = 0,074).

In Studien konnte bei manuellem unkontrolliertem Spilen mit einer herkémmlichen
Spritze Spitzendriicke von Uber 600 mmHg gemessen werden (Hasse et al., 1981). In
der Arbeit von Li et al. konnte beispielsweise ein Spitzendruck von 883 mmHg
gemessen werden (Li et al., 2014). Zudem wurden in einem verblindeten
Versuchsaufbau sehr unterschiedliche Spuldriicke von < 150 mmHg bis > 400 mmHg
beim Spulvorgang der VSM gemessen (Khaleel et al.,, 2012). In weiteren Arbeiten
konnte ein direkter Zusammenhang der Hohe des Spulldrucks mit der Auspragung der
Endothelschadigung festgestellt werden. So konnten Chester und Kollegen zeigen,
dass beim Spulen mit einem Druck von 300 mmHg im Vergleich zu 100 mmHg deutlich
ausgepragtere Endothelschdden mit vermindertem Nachweis von CD31 auftreten
(Chester et al., 1998a). Diese Erkenntnise legen nahe, dass in der hier vorliegenden
Arbeit die ausgepragte Schadigung von >50% des Endothels durch die erhéhten
Spitzendriicke bei konventioneller Entnahme verursacht wurde. Die VASOSHIELD-
Spritze hingegen halt den Spuldruck konstant. Auch wenn es bereits bei einem Druck
von 250 mmHg zu einer Schadigung der VSM kommt (Ozturk et al., 2013)(Li et al.,
2014), so werden doch starke Schwankungen des Spildrucks sowie Spitzendriicken
von uber 600 mmHg vermieden und somit eine grof3flachige Endothelschadigung eher

vorgebeugt.

4.2.2 Adhasionsmolekiile

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten CAMs (cell adhesion molecule) sind ICAM-
1, VCAM-1 und P-Selectin. Diese spielen durch Adhasion von Leukozyten am Endothel

eine entscheidende Rolle bei der Inflammation und somit auch bei der VGD.

ICAM-1 ist ein transmembranes Protein, welches in niedriger Konzentration durchweg

auf Endothelzellen prasent ist und als Adhé&sionsmolekil fir Integrine fungiert



(Bella et al., 1998). Durch Ligation mit den passenden Integrinen wirkt ICAM-1 Uber die
Rekrutierung, Bindung und Transmigration von Leukozyten stark proinflammatorisch
(Crook et al., 2008). Als Reaktion auf eine Stimulation mit Zytokinen im Rahmen einer

Stressreaktion kann die Expression zudem hochreguliert werden (Bella et al., 1998).

VCAM-1 ist ebenfalls auf Endothelzellen zu finden und bindet an Integrine auf
Lymphoyzten und Monozyten (Jang et al., 1994). Im Gegensatz zu ICAM-1 wird es in
Ruhe gar nicht oder nur in sehr geringem Male auf Endothelzellen exprimiert
(Crook et al., 2000). Nach Stimulation mit Zytokinen kann deren Expression jedoch
deutlich gesteigert werden, sodass auch hiertiber eine feste Adhasion von Leukozyten
auf den Endothelzellen erfolgt (Krieglstein and Granger, 2001).

P-Selectin gehort zur Gruppe der Selektine und ist wie ICAM-1 und VCAM-1 ein CAM,
welches auf aktivierten Endothelzellen exprimiert wird und ebenfalls eine wichtige Rolle
bei der Leukozytenadhdsion spielt (Krieglstein and Granger, 2001). Aufgrund seiner
Speicherform in zytoplasmatischen Granula, den sog. Weibel-Palade-Kdrperchen
(Weibel-Palade bodies, WPB)(Bonfanti et al., 1989)(McEver et al., 1989), kann es nach
Stressreaktion besonders rasch exprimiert werden. So konnte ein friher Anstieg von
P-Selectin bereits 10 - 30 min nach einer Ischamie detektiert werden, wahrend die
maximale Expression, welche am ehesten durch eine gesteigerte Transkription bedingt

ist, etwas verzdgert erst nach 5 Stunden gemessen wurde (Eppihimer et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei beiden Entnahmemethoden lediglich eine sehr
geringe Menge der Adhasionsmolekile immunhistochemisch nachgewiesen werden,
sodass eine Quantifizierung nicht méglich war. Ahnliches zeigten bereits Studien in
denen immunhistochemisch ICAM-1 und VCAM-1 immunhistochemisch nur in sehr
geringen Mengen detektierbar waren (Chester et al., 1998b)(Chester et al., 1996)
(Meroni and Tremoli, 2003)(Crook et al., 2008). Da jedoch eine ausgepragte
Steigerung der Expression nach Stimulation mit Zytokinen nachgewiesen werden
konnte (Crook et al., 2000)Krieglstein and Granger, 2001), folgte die

molekularbiologische Analyse.

Die Untersuchung mittels semi-quantitativem Western-Blot ergab hierbei keinen
statistisch signifikanten Unterschied beider Gruppen fir P-Selectin und ICAM-1. Fur
VCAM-1 konnte aufgrund der geringen Mengen an Probenmaterial kein Western-Blot

durchgefuhrt werden.

In der gRT-PCR zeigte sich kein signifikanter Unterschied beider Enthahmemethoden

fur P-Selectin. ICAM-1 und VCAM-1 zeigten jedoch eine statistisch signifkant erhéhte



Expression bei konventioneller Enthahme (ICAM-1: p = 0,001, VCAM-1: p = 0,004). Da

beide Adhasionsmolekile an der VGD beteiligt sind, ist von einer verstarkten

Schadigung der VSM bei konventioneller Entnahme auszugehen.

Chello et al untersuchten bei 20 Patienten welche eine CABG mit der VSM erhielten
den Einfluss des Spuldrucks (300 mmHg) auf die Expression von Adhasionsmolekiile.
So wurde ICAM-1 relativ gesehen starker hochreguliert als VCAM-1 (Chello et al.,
2003). Die verstarkte Expression von ICAM-1 im Vergleich zu VCAM-1 kann hierdurch
bedingt sein, dass ICAM-1 bereits 2 Stunden nach Einfluss von Scherstress messbar
hochreguliert wird (Nagel et al., 1994), wahrend die maximale Expression von VCAM
verspatet zwischen 6 und 24 Stunden nach Zytokin-Stimulation eintritt (Pober,
2002)(Jang et al., 1994).

Dumanski et al. konnten nach Spilen der VSM mit 300 mmHg eine deutlich gesteigerte
Expression sowohl fur VCAM-1, ICAM-1 als auch P-Selectin immunhistologische
nachweisen (Dumanski et al., 2007). In einer weiteren Studie konnte bereits eine
deutliche Steigerung von ICAM-1 bei konventioneller Entnahme und Spillen mit
150 mmHg gezeigt werden (Hinokiyama et al., 2006). Die gleichen Ergebnisse konnten
Khaleel und Kollegen erheben. Nach Spilen der VSM konnte im Vergleich zur
unbehandelten VSM eine signifikante Steigerung der Adhasionsmolekuile ICAM-1 und
VCAM-1 gemessen werden (Khaleel et al., 2012).

Fir P-Selectin lie3 sich in einer Arbeit von Eppihimer und Kollegen eine zwei bis
vierfache Steigerung nach 20-mindtiger Ischamie nachweisen (Eppihimer et al., 1997).
Die maximale Expression nach Stimulation mit TNF-a trat im Vergleich zu ICAM-1 und
VCAM-1 deutlicher friher, ndmlich bereits nach vier Stunden auf (Hahne et al., 1993).
Chello et al. konnten fur P-Selectin im Vergleich zu ICAM-1 und VCAM-1 die starkste
Expressionssteigerung nach Spulen mit 300 mmHg messen (Chello et al., 2003). Dem
gegenuber stehen Arbeiten, in welcher sich keine relevante Steigerung von P-Selectin
nach Stressreaktion zeigen liel3 (Golledge et al., 1997)(Nagel et al., 1994).

Als mdgliche Erklarung fur den ausbleibenden Unterschied fur P-Selectin in beiden
Gruppen kénnte die hemmende Wirkung von NO auf die Selektine dienen. So konnte
gezeigt werden, dass die Expression von VCAM-1 als auch P-Selektin durch NO
deutlich gehemmt wird (Chello et al., 2003)(De Caterina et al., 1995). Da in der hier
vorliegenden Arbeit keine Reduktion der eNOS bei konventioneller Entnahme
festgestellt werden konnte, kann argumentiert werden, dass durch die NO bei
konventioneller Entnahme eine starke Hemmung der Expression von P-Selektin

stattfand und deshalb keine signifikant gesteigerte Expression messbar war.



Zudem konnten deutliche Endothelschaden bei konventioneller Entnahme gemessen
werden. Mit den fehlenden Endothelzellen fehlen gleichzeitig auch die WPB mit dem
enthaltenen P-Selectin. Somit bleibt eine schnelle und gesteigerte Expression der
Selektine aus, was in der hier vorliegenden Arbeit einem fehlenden Anstieg von P-
Selectin bei konventioneller Entnahme entspricht. Aullerdem muss beachtet werden,
dass Adhasionsmolekule, welche in den Vasa vasorum exprimiert werden, in die
Messungen einflieRen. In einer Studie von Chester et al. konnte ICAM-1 auf den
Endothelzellen der Vasa vasorum immunhistochemisch eindeutig identifiziert werden,
wahrend VCAM-1 deutlich schwacher und E-Selectin nahezu nicht nachweisbar war
(Chester et al., 1998b). Dies lasst die Vermutung nahe, dass VCAM-1 und vor allem P-
Selectin in den Vasa vasorum nur sehr schwach exprimiert werden und ein
Unterschied zwischen beiden Enthahmemethoden daher schwerer detektierbar ist als
far ICAM-1.

4.2.3 Endotheliale NO-Synthase

Bei den Prozessen der VGD spielt NO als vasoprotektiver Faktor und Regulator der
kardiovaskularen Homdostase eine entscheidene Rolle. So wirkt NO durch Hemmung
der Thrombozytenaggregation antithrombotisch (Radomski et al., 1990) und durch
Hemmung der Expression der Adhasionsmolekile fur Leukozyten antiadhasiv
(De Caterina et al., 1995). Zudem hat es eine antiproliferative Wirkung durch Reduktion
der VSMC-Proliferation und —Migration (Garg and Hassid, 1989) und fihrt hierdurch zu
einer Verlangsamung der Intima Hyperplasie. Uber seine vasodilatierende Funktion
reguliert es den Blutdruck und fihrt hieriber zu einer Reduktion der Scherkrafte am
Endothel.

Aufgrund seiner sehr kurzen Halbwertszeit im Sekundenbereich
(Jeremy et al.,, 1999)(Napoli et al., 2006) ist NO instabil und muss stéandig neu
synthetisiert werden. Dies geschieht Uber die NO-Synthasen welche aus der
Aminosaure L-Arginin und Sauerstoff NO synthetisieren. Von den insgesamt drei
Isoformen der NO-Synthase (Forstermann et al., 1994), spielt die eNOS in
Endothelzellen die entscheidende Rolle fir die VGD. eNOS wird konstitutiv von
Endothelzellen gebildet und liegt intrazellular membranassoziiert in Caveolae vor
(George and Johnson, 2010). Durch Stimuli wie Scherstress, Wachstumsfaktoren,
Zytokine, Hormone sowie Medikamente kann die eNOS jedoch in seiner Expression

stark reguliert werden (Li et al., 2002).



Mehrere Studien konnten immunhistochemisch zeigen, dass eine deutliche Reduktion
von eNOS nach konventioneller Entnahme der VSM eintritt (Nowicki et al., 2004)
(Dashwood et al., 2005). In der hier vorliegenden Arbeit konnten nur geringe Mengen
an eNOS mittels Fluoreszenzimmunhistochemie nachgewiesen werden, sodass eine
Quantifizierung fur beide Gruppen nicht mdglich war. Aufgrund dieser Ergebnisse
folgte eine weitere molekularbiologische Analyse der Proben. Hierbei zeigte sich
jedoch sowohl im Western-Blot als auch mittels qRT-PCR kein signifkanter Unterschied
der eNOS der VSM im direkten Vergleich beider Enthahmemethoden. Entsprechend
der Literatur wéare eine reduzierte Menge an eNOS bei konventioneller Entnahme zu
erwarten gewesen. So konnten Dashwood und Kollegen mittels Immunhistochemie
und Western-Blotting eine Reduktion von eNOS sowie mittels Citrullin Assay eine
reduzierte eNOS-Aktivitat bei konventioneller Entnahme (Spuldruck 300 mmHg flr eine
Minute) im Vergleich zu einer ,no-touch“-Technik ohne Spilen der VSM zeigen
(Dashwood et al., 2005). Vergleichbare Ergebnisse konnten Nowicki et al. mit einer
signfikanten eNOS-Reduktion bei Entnahme der VSM mittels konventioneller Methode
im Vergleich zur minimal invasiven Entnahme zeigen (Nowicki et al., 2004). In einer
Studie von Viaro et al. lie3 sich mittels Immunhistochemie bereits nach Spulen mit
300 mmHg fir lediglich 15 Sekunden eine deutliche Reduktion von eNOS nachweisen,
wahrend bei einem Spuldruck von 100 mmHg und 200 mmHg keine signifkante
Reduktion im Vergleich zu ungespulten VSM auftraten (Viaro et al., 2010).

Die Reduktion von eNOS bei konventioneller Entnahme hangt stark von der
Auspragung der Endothelschadigung ab. Eine ausgepragte Schadigung der
Endothelzellschicht fiihrt zu einem deutlichen reduzierten Nachweis von eNOS (Chello
et al., 2003)(Viaro et al., 2010). Trotz deutlich schlechterer Entdothelintegritat bei
konventioneller Entnahme konnte in der hier vorliegenden Arbeit kein signifkanter
Unterschied der eNOS-Menge gemessen werden. Hinokiyma und Kollegen kamen in
ihrer Studie zum gleichen Ergebnis und konnten ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied fir eNOS im Vergleich von ungesplulten und gespulten (100 — 150 mmHg)
VSM zeigen, wahrend Adhasionsmolekiile deutlich hochreguliert wurden (Hinokiyama
et al., 2006).

Ein moglicher Erklarungsansatz hierfir kann beispielsweise der schwéachere Einfluss
der Dehnungskrafte auf die eNOS sein. So konnten Golledge und Kollegen zeigen,
dass die Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 rasch und vor allem durch
Dehnungskrafte gesteigert werden, wahrend eNOS langsam und vor allem durch
longitudinale Scherkrafte beeinflusst wird (Golledge et al., 1997). Zusatzlich muss

bedacht werden, dass auch bei Verwendung der VASOSHIELD-Spritze bereits ein



Spuldruck von 250 mmHg angewendet wurde und somit auch hierbei eine deutliche
Reduktion der eNOS eintritt. So konnten Chester et. al beim Vergleich des Spuldrucks
der VSM mit 5 mmHg, 100 mmHg und 300 mmHg eine deutliche eNOS-Reduktion bei
300 mmHg feststellen (Chester et al., 1998a).

Zudem konnte eNOS ebenfalls in der Tunica media nachgewiesen werden
(Viaro et al., 2010). Da in der vorliegenden Arbeit durch die molekularbiologische
Analyse ebenfalls eine Messung der in der Tunica media enthaltenen eNOS erfolgte,

kann hierdurch eine Beeinflussung der Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden.

4.3 Kritikpunkte

Neben den Starken des Versuchsaufbaus dieser Arbeit missen auch mdgliche
Schwachpunkte, welche zur Beeinflussung der Messwerte gefuhrt haben kénnten,
kritisch diskutiert werden, um bei der Durchfiihrung kinftiger Studienmodelle eine

Verfalschung der Ergebnisse zu minimieren.

So kommt als mdglicher Einflussfaktor auf die Ergebnisse die variable Dauer bis zur
endgultigen Fixierung der Proben in flissigem Stickstoff in Frage. Durch die operative
Entnahme der VSM kommt es zu einer Unterbrechung der Blutversorgung uber die
Vasa vasorum und folglich zu einer Ischamie, welche wiederrum eine Schadigung des
Endothels begunstigt (Thatte and Khuri, 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Zeitspanne zwischen operativer Enthahme der VSM und Fixierung in Stickstoff nicht
standardisiert, sodass durch eine verschieden Ilange Ischamiedauer eine
unterschiedlich starke Beeinflussung der Endothelintegritdt mdglich erscheint. Durch
Festlegung eine einheitlichen Ischamiezeit konnte in kinftigen Studien dieser

Einflussfaktor vollig eliminiert werden.

Weiterhin konnten verschiedene Studien einen Einfluss der Lésung, in welchem das
enthnommene Transplantat gelagert wird, auf die Bypassqualitdt nachweisen
(Tsakok et al., 2012). So gibt es erste Hinweise darauf, dass eine Lagerung in Blut
derer in Kochsalz-Lésung Uberlegen ist (Schaeffer et al., 1997)(Chong et al., 2001).
Die Studienlage ist hierzu jedoch noch sehr heterogen. In unserer Arbeit wurden die
Proben sowohl in heparinisiertem Blut als auch in herkémmlicher NaCl-Lésung
gelagert, sodass eine Beeinflussung der Ergebnisse in beiden Gruppen hierdurch

moglich scheint. Es gilt jedoch zu beachten, dass die Anzahl der Proben, welche in



NaCl gelagert wurden, in beiden Gruppen gering und anteilig nahezu gleich war
(VASOSHIELD: n=4, 10% aller Proben; Konventionell: n=6, 14% aller Proben).
Hierdurch war eine mégliche negative Beeinflussung der Bypassqualitat durch NaCL in
beiden Gruppen gleich stark ausgepragt und der Einfluss der Lagerungslésung kann
insgesamt als nur sehr gering angesehen werden. In zukinftigen Studien kénnte durch
Lagerung in einer einzigen Lésung der Einfluss auf die Endothelintegritat génzlich

eliminiert werden.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die operative Entnahme der VSM durch verschieden
Operateure, sodass als ein Kiritikpunkt verschieden hohe Spiuldriicke durch
verschieden umsichtiges Spulen der VSM diskutiert werden muss. Hypothetisch kénnte
somit eine Standardisierung durch lediglich einen Operateur die Streubreite der
Spuldrucke reduziert werden. Khaleel und Kollegen konnte jedoch zeigen, dass auch
bei Entnahme der VSM durch lediglich zwei verblindete Operateure die intraoperativ
durchschnittlich gemessenen Spildricke eine deutliche Streuung von <150 mmHg bis
> 400 mmHg aufwiesen (Khaleel et al., 2012). Somit kann auch durch Festlegung

eines einzigen Operateurs keine Standardisierung des Spildrucks erreicht werden.

Zur Verbesserung der Methodik zuklnftiger Studien ware zudem eine intraoperative
verblindete Messung der Spildricke zu diskutieren. Hierdurch kénnte der
durchschnittliche Spuldruck bei Verwendung der herkémmlichen Spritze ermittelt
werden und dann ein direkter Vergleich mit dem Spuldruck der VASOSHIELD-Spritze
erfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurde der angewendete Druck der herkémmlichen
Spritze nicht ermittelt. Es ist deshalb durchaus mdglich, dass durch umsichtige
Operateure bei Anwendung der konventionellen Spritze ein Spuldruck angewendet
wurde, welcher sehr nahe an den 250 mmHg der VASOSHIELD-Spritze lag. Durch
diese moglicherweise geringen Differenzen der Spuldricke beider Spritzen kénnen die
in dieser Arbeit gemessenen Unterschiede der Targets entsprechend geringer

ausgefallen sein.



4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Es konnte in der vorliegenden Arbeit mittels verschiedener Untersuchungsmethoden
eine verstarkte Schadigung der GefalRe bei konventioneller und somit nicht

drucklimitierter Entnahme festgestellt werden.

Immunhistologisch zeigte sich, dass die hohen Spitzendricke wahrend der
konventionellen GefalRentnahme zu einer verstarkten Endothelschadigung im Sinne

von Einrissen und groflachigen Abtragungen fihren.

Entgegen der bestehenden Literatur konnte kein Einfluss der Enthahmemethode auf
die endotheliale NO-Synthase festgestellt werden. Dies lasst sich jedoch dadurch
erklaren, dass die druckregulierte Spritze in der vorliegenden Studie klinische
Anwendung fand. Der hierbei aufgebaute Druck von 250 mmHg ist daher héher als in
Kontrollgruppen anderer Studien. Dieser Druck ist jedoch klinisch notwendig, um das

entnommene Gefalk auch als Bypassgefal nutzen zu kénnen.

Bei der Analyse der Adhasionsmolekiile konnte fir ICAM-1 und VCAM-1 mittels qRT-
PCR eine signifikante Steigerung bei konventioneller Entnahme gemessen werden.
Dies zeigt eine groRere Stressreaktion und entsprechend eine gréRere Schadigung der
VSM durch den erhéhten Spuldruck. In der vorliegenden Arbeit konnte entgegen der
bestehenden Literatur kein signifikanter Unterschied fur P-Selectin gemessen werden.
Dies lasst sich durch die grof3¢flachigen Endothelverluste bei konventioneller Entnahme
erklaren, welche folglich mit einem Fehlen der mit P-Selectin gefillten WPB

einhergehen.

Anhand der Ergebnisse zur Endothelintegritat sowie fur die Adhasionsmolekile ICAM-
1 und VCAM-1 lasst sich schlussfolgern, dass durch Verwendung der VASOSHIELD-
Spritze durchaus eine Schadigung der VSM reduziert werden kann. Ob hierdurch
jedoch das Risiko eines kiinftigen Bypassverschlusses vermindert werden kann, kann
abschlieRend nur in einer klinschen Studie mit Kontrolle der Bypassfunktion (z.B.

mittels CA) geklart werden.



5 ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Die Koronare Herzkrankheit stellt weltweit eine der haufigsten
Todesursachen dar. Eine Therapieoption hierfir ist die koronare Bypassoperation.
Trotz der deutlich reduzierten Offenheitsrate im Vergleich zu arteriellen Bypassgefalien
wird die Vena saphena magna in ca. 76% aller Bypassoperationen in Deutschland als
Bypasstransplantat verwendet.

Zielsetzung: Ziel dieser Arbeit war es als erste prospektive randomisierte Studie den
Einfluss des Spiuldrucks auf die Qualitat der Vena saphena magna im Rahmen einer

koronaren Bypassoperation zu untersuchen.

Material und Methoden: Es wurden 83 Patienten randomisiert in zwei Gruppen

eingeteilt. In einer Gruppe erfolgte die Entnahme der Vena saphena magna mittels
druckkontrollierter VASOSHIELD-Spritze (Spuldruck 250 mmHg), wahrend in der
anderen Gruppe eine herkdmmliche Spritze ohne Druckkontrolle verwendet wurde.
AnschlieRend erfolgte die immunhistochemische und molekularbiologische Analyse
(Western-Blot und gqRT-PCR) des Endothelmarkers CD31, der Adh&sionsmolekile
ICAM-1, VCAM-1 und P-Selectin sowie der endothelialen NO-Synthase.

Ergebnisse: Bei konventioneller Entnahme war der Endothelmarker CD31
immunhistochemisch deutlich geringer messbar und Endothelschaden Uber 50% des
Lumenumfangs traten hierbei deutlich haufiger auf (p = 0,074). Die Adh&sionsmolekule
ICAM-1 und VCAM-1 waren mittels qRT-PCR bei konventioneller Entnahme statistisch
signifikant verstarkt messbar (ICAM-1: p =0,001 und VCAM-1: p =0,004). Fur P-
Selectin als auch eNOS konnten weder mittels Western-Blot noch gRT-PCR relevante

Unterschiede gemessen werden.

Schlussfolgerung: Durch Verwendung der VASOSHIELD-Spritze kénnen grof3¢flachige

Endothelschaden sowie eine gesteigerte Expression der Inflammationsmarker ICAM-1
und VCAM-1 reduziert werden. Ob die Verwendung einer druckregulierten Spritze zu
einer verringerten Bypassverschlussrate flhrt, muss abschlielend in einer klinischen
Studie mit angiographischer Kontrolle der Bypassfunktion geklart werden.
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6 SUMMARY

Introduction: The coronary heart disease is one of the leading causes of death in the
world. One of the therapeutic options is the coronary artery bypass surgery. Despite its
inferior patency rates compared to arterial grafts, the human saphenous vein is still

used as a bypass graft in nearly 76% of all bypass surgeries in Germany.

Objective: As the first prospective randomized trial, the objective of this study was to
study the influence of flushing pressure on the graft quality of the human saphenous

vein in bypass surgery.

Material & Methods: 83 Patients were randomized in two groups. In one group the VSM

was prepared with the VASOSHIELD pressure controlling syringe (250 mmHg flushing
pressure), while in the other group a conventional syringe without pressure control was
being used. After preparation in the laboratory, we used immunohistochemical analysis
as well as western blot and qRT-PCR to analyze the endothelial marker CD31, the
adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1 and P-Selectin and finally the endothelial NO-

synthase.

Results: With the use of a conventional syringe the endothelial marker CD31 was less
detectable in the VSM and extensive endothelial damage above 50% of the lumen was
more frequent with the conventional technique (p =0,074). Through qRT-PCR,
the adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 were significantly increased after using
the syringe without pressure control (ICAM-1: p = 0,001 and VCAM-1: p = 0,004). For
the targets P-Selectin and eNOS there were no relevant differences between both

syringes.

Conclusion: By using the VASOSHIELD pressure controlling syringe, extensive
endothelial damage can be prevented and the upregulation and expression of the
inflammatory markers ICAM-1 and VCAM1 can be reduced. If the use of a pressure
controlling syringe can reduce the rate of graft failure has to be further tested in a

clinical trial with angiographic follow-up of graft patency.
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7.1 Abkiurzungsverzeichnis

3 Mann, mannlich

Q Frau, weiblich

A Lambda, Wellenlange

Mg Mikrogramm

ul Mikroliter

pm Mikrometer

pmol Mikromol

A. Arterie

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol

AK Antikorper

ASS Acetylsalicylsaure

ATP Adenosintriphosphat

AT 1lI Antithrombin 11l

AU Arbitrary unit, willktrliche Einheit

bp Basenpaare

bFGF Basic fibroblast growth factor

BSA bovine serum albumin, Rinderalbumin

© Copyright

°C Grad Celsius

ca. circa

CA Koronarangiographie

CABG Coronary artery bypass grafting, Koronararterielle Bypassoperation
CAM Cell adhesion molecule, Adhasionsmolekdl
CD 31 Cluster of Differentiation 31 (auch: PECAM-1)
CD 54 Cluster of Differentiation 54 (auch: ICAM-1)

CDh62 P Cluster of Differentiation 62 (auch: P-Selectin)



76 7 ANHANG

CD 106 Cluster of Differentiation 106 (auch: VCAM-1)
cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure

cm Zentimeter

CT Cycle Threshold, Zyklus Schwellenwert

DAPI 4’ 6-diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid

dd H,O doppelt destilliertes Wasser

A Griechisch: Delta, mathematisch: Differenz

d.h. das heif3t

dl Deziliter

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

EKG Elektrokardiogramm

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthetase

et al. lateinisch: und andere

FAM 6-FAM-phosphoramidit

FRET Forster-Resonanzenergietransfer

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
agf. gegebenenfalls

h Stunde

HCI Wasserstoffchlorid, Salzsaure

HE Hamatoxylin-Eosin

HLM Herz-Lungen-Maschine

H.O Wasser

HRP horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
5-HT 5-Hydroxytryptamin, Serotonin

Hz Hertz (Frequenz, wiederholte Vorgange pro Sekunde)
ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1 (siehe: CD 54)
IL Interleukin

IMA Arteria mammaria interna, interna mammary artery
KCI Kaliumchlorid

kDA Kilodalton

KHK Koronare Herzkrankheit

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

Konz. Konzentration

LDL Low-Density Lipoprotein

LIMA Left Internal Mammary Artery, Arteria mammaria interna sinistra
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min
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PAF
PAGE
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PBS
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Lipoprotein (a)

Meter

molare Masse

Milligramm

Myokardinfarkt

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Millimeter Quecksilbersaule

Mittelwert + Standardfehler

Natriumchlorid, isotonische Kochsalzldsung
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Nanogramm

Nanometer

Stickstoffmonoxid

Stickstoffsynthetase

On-pump CABG, mit Herz-Lungen-Maschine
Off-pump CABG, ohne Herz-Lungen-Maschine
Plattchenaktivierender Faktor

Polyacrylamid Gelelektrophorese

periphere arterielle Verschlusskrankheit
phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Polymerase-Kettenreaktion

platelet endothelial cell adhesion molecule 1
Paraformaldehyd

Prostazyklin

perkutane transluminale Koronarangioplastie
Registered Trademark

Arteria radialis, radial artery

Right coronary artery, A. coronaria dextra
Ramus circumflexus

Right Internal Mammary Artery, Arteria mammaria interna dextra
Ramus interventrikularis anterior

Ribonukleinsaure
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ROS
Rpm
RT
SCAD
SDS
SEM
SELP
s0g.
TA
TAMRA
TBST
Temp.
TI

™

™
TNF-a
t-PA
TXA;

u.a.
u.N.

VCAM-1
VGD

VS.

VSM
VSMC
Vv

WB
WHO
WPB
z.B.
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reaktive Sauerstoffspezies, Superoxid-Radikale
Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Stabile koronare Herzkrankheit, stable coronary artery disease
Sodiumdodecylsulfat, Natriumlaurylsulfat

standard error of mean, Standardfehler

P-Selectin (siehe: CD 62 P)

S0 genannt

Tunica adventitia

Carboxytetramethylrhodamin

Tris-Base Natrium-Tween Puffer

Temperatur

Tunica intima

Tunica media

Unregistered Trademark

Tumornekrosefaktor alpha

Tissue plasminogen activator

Thromboxan

Enzymeinheit (Enzymmenge, die 1umol Substrat pro min
umwandelt)

unter anderem

Uber Nacht

Volt

Vene

Vaskulares Zell Adhasions Molekile 1 (siehe: CD 106)
vein graft disease

versus

Vena saphena magna

Vascular smooth muscle cell, glatte Gefallmuskulatur
Vasa vasorum

Western-Blot

World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation
Weibel-Palade-Koérperchen, Weibel-Palade bodies

zum Beispiel
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Produktbezeichnung

Gerat Hersteller (Artikelnummer)
Systec GmbH

Autoklav ek 5 Systec VX-95

Eismaschine Manitowoc GmbH Flockeneisbereiter RF
Herborn, D

Elektrophorese-Zelle

BioRad Laboratories GmbH
Miinchen, D

Criterion™-Cell

Elektrophorese -
Spannungswandler

BioRad Laboratories GmbH
Mulnchen, D

PowerPac™ Basic Power
Supply

ELISA-Lesegerat

TECAN Group Ltd.
Mannedorf, CH

Infinite® 200 Pro series

Kryostat

Leica Biosystems GmbH
Nussloch, D

Leica CM 1950

Kugel-
Schwingmiihle

Retsch GmbH
Haan, D

Schwingmihle MM301

Lichtmikroskop

Leica Microsystems GmbH
Wetzlar, D

Leica DM1000 LED

Okkular

Leica Microsystems GmbH
Wetzlar, D

HC 10x/20

Objektive

Leica Microsystems GmbH
Wetzlar, D

- HI PLAN 4x/0.10
- HI PLAN 10x/0.25 PH1

Lichtmikroskop
mit Fluoreszenz

Leica Microsystems GmbH
Wetzlar, D

Leica DM4000 B LED

Leica Microsystems GmbH

Kamera Wetzlar, D Leica DFC420 C
Externe Leica Microsystems GmbH ,
Lichtquelle Wetzlar, D Leica EL6000
Okkular Leica Microsystems GmbH HC PLAN S 10x/25 M
Wetzlar, D (11507808)
HC PL FLUOTAR 1.6x/0.05
HC PL FL 10x/0.30 PH1
Objektive Leica Microsystems GmbH HCX PL FL 20x/0.50 PH2
Wetzlar, D HCX PL APO 40x/1.25 OIL
HCX PL APO 63x/1.4-0.60
Magnetriihrer Heidolph GmbH Magnetriihrer MR 3001

Schwabach, D

Mikrozentrifuge

NeolLab GmbH
Heidelberg, D

VWR International GmbH
Radnor, PA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, MA, USA

neolLab Mini-Zentrifuge (D-
6015)

VWR Galaxy Mini
Centrifuge

Heraeus Fresco
Microcentrifuge
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Molekularimager

BioRad Laboratories GmbH
Mulnchen, D

Molecular Imager®
ChemiDoc™ XRS+ System

pH-Meter

S| Analytics GmbH

Messgerat Lab850

Mainz, D
Erlab DFS SAS - CaptairBio
PCR-Werkbank Kéln, D - CaptairFlex 321
Pipette Research® Plus
- 10ul (120000020)
. Eppendorf AG _
Pipetten Hamburg, D 100pl (3120000046)

- 200u1 (3120000054)
- 1000yl (3120000062)

Pipettierhilfe
(Akku-betrieben)

Hirschmann GmbH
Eberstadt, D

Pipetus® (9907200)

Protein - BioRad Laboratories GmbH  Trans-Blot® Turbo™
Transferkammer Munchen, D Transfer System
- C1000 Touch™ Thermal
Real-Time BioRad Laboratories GmbH Cycler
PCR-Gerate Minchen, D - CFX96 Real-Time PCR
Detection System
: Qiagen GmbH
RNA-Aufbereitung Hilden, D QlAcube (9001885)
Peglab Biotech GmbH
Spektrophotometer Erlangen ,D NanoDrop ND-1000

Steril-Werkbank

Heraeus Holding GmbH
Hanau, D

LaminAir HLB 2448GS

Temperierbad

IKA®-Werke GmbH

Temperierbad TE-2

Staufen, D
SensoQuest GmbH
Thermocycler Géttingen, D Labcycler (011-101)
Timer Eppendorf AG Oregon Scientific Clock
Hamburg, D Timer TR118
. . Eppendorf AG Centrifuge 5430 R
VB PN Hamburg, D Centrifuge 5415 D

Vortex Mixer

VWR International GmbH
Radnor, PA, USA

IKA®-Werke GmbH
Staufen, D

Reagenzglasschuttler
(444-1372)

Vortexer IKA VF2

Waage

Mettler-Toledo GmbH
Greifensee, CH

PE 3600 DeltaRange

Warmeschrank

Memmert GmbH & Co. KG
Schwabach, D

Universalschrank UM100

Wasseraufbereitung

Thermo Electron GmbH
Niederelbert, D

TKA GenPure xCad
(082217)
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7.5.2 Verbrauchsmaterialien

Material

96-Well Platte
(PCR)

Hersteller

Peqglab Biotech GmbH
Erlangen ,D

Produktbezeichnung
(Artikelnummer)

Skirted 96 Well PCR Plate
(82-0800-A)

Aluminiumhalterung Wekon Schnedler GmbH

Spezielle Anfertigung

(Kryostat) Rosbach, D

Einfrierrshrehen Greiner Bio One GmbH Cryo.s™ 1ml
Kremsmunster, AT (123277)

Deckgliser VWR International GmbH Deckglas 24x50mm
Radnor, PA, USA (631-1574)
Roth GmbH & Co. KG Deckglas 24x50mm
Karlsruhe, D (1871.2)

Einbettkassette Roth GmbH & Co.KG Einbettkassette Macro
Karlsruhe, D (EE16.1)

Einbettmedium

Sakura Finetek GmbH
Staufen, D

Tissue-Tek® O0.Cc.T.™
(4583)

Einbettschalchen

Sakura Finetek GmbH
Staufen, D

Tissue-Tek® Cryomold®
(4566)

Einmal-Pipette

Greiner Bio One GmbH

Serum Pipette

Kremsmdunster, AT (612361)

. Vector Laboratories Ltd. ImmEdge™ Pen
Fosin Peterborough, UK (H-4000)
Glaspipette Hirschmann GmbH Pasteurpipette

Pip Eberstadt, D (9250101)

Haftfolie (PCR)

BioRad Laboratories GmbH
Miinchen, D

Microseal® ‘B’ Adhesive
Sealer (MSB-1001)

Fine Science Tools GmbH

Mosquito Klemme, gerade

Klemme Heidelberg, D (13008-12)
Kombressen Paul Hartmann AG ES-Kompressen 10x10cm
P Heidenheim, D (407835)
)
Lohmann & Rauscher CEPAT | NEI P
GmbH, Neuwied, D 105 Ut
’ ’ (18507)
Grinding Balls
Mahlkugel Retsch GmbH, Haan, D - @ 3mm (22.455.0002)

- @ 5mm (22.455.0003)

Mikroskopierol

Leica Microsystems GmbH;
Wetzlar, D

Immersion Liquid Type N
(11513860)

Mikrotommesser

Leica Biosystems GmbH
Nussloch, D

Mikrotom Einwegklingen
Leica 819

Nitrozellulose-
Blotting

BioRad Laboratories GmbH
Miinchen, D

Trans-Blot® Turbo™ Midi
Nitrocellulose Transfer Pack
(170-4159)

Objekttrager

VWR International GmbH
Radnor, PA, USA

VWR® Superfrost® Plus
(631-0108DE)
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PCR-Tubes

Peglab Biotech GmbH
Erlangen ,D

QPCR Tube Strips 0.2 ml
(82-1502-A)

Petrischalen

Greiner Bio One GmbH
Kremsmunster, AT

Cellstar® 60/15 mm
(628160)

B. Braun - Aesculap AG

Anatomische Pinzette, breit

Pinzette Tuttlingen, D (BDO77R)
Fine Science Tools GmbH Tissue Forceps
Heidelberg, D (11021-12)
Pipette Greiner Bio One GmbH Serological Pipette (760180)

Kremsmunster, AT

Pipetten-Spitzen

Peglab Biotech GmbH

SaveGuard Filterspitzen

Erlangen ,D (81-1011, -1012, -1050)
. ®
Eppendorf AG ep Dualfilter T.I.P.S.
Hamburg, D el o
9 (0030077806, -14, -30, -57)
Roth GmbH & Co.KG ; .
fereriie, 19 MultiFlex® Tips (Y419.1)
Schere (gebogen) B. Braun - Aesculap AG Iris-/Fadenschere
gebog Tuttlingen, D (BC141R)
Fine Science Tool GmbH Strabismus Schere
Heidelberg, D (14074-09)
SDS-Gel BioRad Laboratories GmbH ~ Criterion™ TGX™ Gel
Miinchen, D (567-1094)
Skaloell B. Braun - Aesculap AG Surgical Disposable Scalpels
P Tuttlingen, D (BA221)
Solitterpinzette B. Braun - Aesculap AG Anatomische Pinzette, fein
plitterp Tuttlingen, D (BD312R)
Safe-Lock Tubes
Tubes ngneg‘frorf[’)*e -1,5ml ambra (0030120191)
9: -2,0ml (0030123344)
Vasoshield '\R":gt‘:tt ADG VASOSHIELD Spritze

7.5.3 Chemikalien, Reagenzien, Lésungen und Kits

Chemikalien &

Reagenzien

Hersteller

Produktbezeichnung
(Artikelnummer)

Ace Glow -

Chemilumineszenz

Peqlab Biotech
GmbH
Erlangen, D

AceGlow Chemiluminszenz
- Solution A: Luminol/Verstarker
- Solution B: Peroxidpuffer

Aceton

Roth GmbH & Co.
KG

Aceton 299,7%
(CP40.4)

Silane(Aminopropylthietho

xysilane)

Sigma-Aldrich GmbH
Steinheim, D

Silane =98%
(A3648)
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BSA Roth GmbH & Co. Albumin Fraktion V, 298%
(Rinderserum Albumin) KG (8076.2)
— B. Braun AG
Spiillésung Melsungen, D Aqua B. Braun
Anti-Mouse HRP-AEC System
(CTSO003)
- Peroxidase Blocking Reagenz
. R&D Systems Inc. - Serum Blocking Reagenz
gg:nsi‘nTISKsit'e Minneapolis, MN, - Avidin Blocking Reagenz
9 USA - Biotin Blocking Reagenz
- Biotinilierter Sekundar-AK
- HSS-HRP
- AEC-Chromogen
DAPI (4’,6-Diamidin-2- Thermo Fisher Inc DAPI Nucleic Acid Stain
phylindol) Karlsbad, CA, USA (D1306)
Desinfektionslésung Dr. Weigert® GmbH e
(Praparationsbesteck) Hamburg, D Neodisher™ Septo PreClean
DNase- AppliChem GmbH DNA-ExitusPlus™
Dekontamination Darmstadt, D (A7089.0500)
Na,HPO, Roth GmbH & Co. Na;HPO, 299%
(Dinatriumhydrogenphosphat) KG; Karlsruhe, D (P030.1)
EDTA Sigma-Aldrich GmbH Ethylendiamintetraessigsaure
(C10H14N203Na2 X 2H20) Steinheim, D (E51 34)
— —
Elektrophorese- BioRad Laboratories Precision Plus Protein
e WesternC™ Standards (161-
Standard GmbH; Minchen, D
0376)
Entellan® Merck KGaA Enellan® Neu
(Eindeckelmedium) Darmstadt, D (1079610500)
Eosin Roth GmbH & Co. Eosin G-Lésung 0,5%
KG; Karlsruhe, D (X883.2)
Ethanol Roth GmbH & Co. Ethanol vergallt, 299,8%
KG; Karlsruhe, D (K928.4)
Hamalaune Sigma-Aldrich GmbH Hamatoxylin-Lésung Gill No. 1
u Steinheim, D (GHS116)
HCL Roth GmbH & Co. HCL 225%
(Salzsaure) KG; Karlsruhe, D (6331.1)
KCL Roth GmbH & Co. KCL 299,5%
(Kaliumchlorid) KG; Karlsruhe, D (6781.1)
KH,PO, Roth GmbH & Co. KH;PO,4 299%
(Kaliumdihydrogenphosphat) KG; Karlsruhe, D (3904.2)
Laufouffer BioRad Laboratories  Tris/Glycine/SDS Buffer
P GmbH; Miinchen, D (161-0732)
DC™ Protein Assay Kit Il
BioRad Laboratories  (500-0112)
Lowry Protein Assay GmbH - Reagenz A: alk. Kupfertartrat
Munchen, D - Reagenz B: Folin-Reagenz
- Reagenz S
Magermilchoulver BioRad Laboratories  Blocking-Grade Blocker
9 P GmbH; Miinchen, D (170-6404)
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2-Mercapto-Ethanol

Sigma-Aldrich GmbH

2-Mercapto-Ethanol

Steinheim, D (M-7154)
Mowiol® 4-88 Sigma-Aldrich GmbH  Polyvinylalkohol 4-88
(Eindeckelmedium) Steinheim, D (81381)
NaOH Roth GmbH & Co. Natriumhydroxid 298%
(Natriumhydroxic) KG; Karlsruhe, D (P031.2)

Paraformaldehyd
(PFA)

Roth GmbH & Co.
KG; Karlsruhe, D

Paraformaldehyd, reinst, DAC
(0335.2)

Life Technologies

- TagMan Gene Expression

. Master Mix (4369016)
HEL L L1 gg;?nitadt b - Power SYBR® Green PCR
’ Master Mix (4367659)
PIPES Roth GmbH & Co. Pufferan® 299%
(C3H13N20682) KG; Karlsruhe, D (91562)
Ponceau Sigma-Aldrich GmbH PonceauS Solution
Steinheim, D (P7170)
Protease Inhibitor La Roche AG Roche cOmplete Mini Tablette,
Basel, CH EDTA-frei (1836170)

Reduktionsmittel

Invitrogen AG
Carlsbad, CA, USA

NuPAGE® Sample Reducing
Agent - 10X (NP0004)

Reverse Transkription

Kit

Invitrogen AG
Carlsbad, CA, USA

- dNTP Set (10297-018)

- Random Primers (48190-011)

- RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuklease Inhibitor
(10777-019)

- SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (18064-014)

RNA-Isolierung

QIAGEN GmbH
Hilden, D

- RNeasy Mini Kit (74106)

- RNeasy Mini Spin Column
- RNase freies H20

- RLT-Puffer

- RW1-Puffer

- RPE-Puffer

- RNase freies DNase Set

RNase-
Dekontamination

AppliChem GmbH
Darmstadt, D

RNase-ExitusPlus™
(A7153.0500)

StrepTactin

BioRad Laboratories
GmbH; Minchen, D

Precision Protein™
StrepTactin-HRP Konjugat

Sucrose Sigma-Aldrich GmbH Sucrose

(Saccharose) Steinheim, D (51888)

TRIS-Base Sigma-Aldrich GmbH 1. 0 gase (T1503)
Steinheim, D

Tween Sigma-Aldrich GmbH ®

(Immunoblotting) Steinheim, D Tween™ 20

Xylol

Roth GmbH & Co.
KG; Karlsruhe, D

Xylol Rotipuran®
(4436.1)
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7.5.4 Software/[EDV-Programme

Bezeichnung

Abbildungen

Hersteller

AutoDesk Inc.
Mill Valley, CA, USA

Produktbezeichnung

SketchBook Express 6

ELISA-Analyse

TECAN Group Ltd.
Mannedorf, CH

Magellan™ (Version 7.1)

Fluoreszenzmikroskopie

Leica Microsystems
GmbH; Wetzlar, D

Leica Application Suite
(Version 3.8)

Gel-Auswertung

BioRad Laboratories
GmbH; Minchen, D

ChemiDoc XRS+
Systems Image Lab
(Version 4.1)

Immunhistologie

National Institutes of
Health; USA

ImagedJ (Version 1.48)

Literaturverwaltung

Center for History & New
Media, Fairfax, VA, USA

Zotero (Version 4)

PCR
Analyse/Auswertung

BioRad Laboratories
GmbH; Minchen, D

CFX Manager
(Version 3)

RNA-Konzentration

Peqglab Biotech GmbH

NanoDrop 1000

Bestimmung Erlangen, D (Version 3.81)
Statistik IBM Deutschland GmbH SPSS Statistics (Version
Ehningen, D 22)

Tabellenkalkulation

Microsoft Corp.
Redmond, WA, USA

Excel flir Macintosh
2015 (Version 15.13.4)

Textverarbeitung

Microsoft Corp.
Redmond, WA, USA

Word fiir Macintosh 2015
(Version 15.13.4)

7.5.5 Antikorper

7.5.5.1  Primar-AK Immunhistologie

Primar- Hersteller Klon Art

AK (Artikelnummer) (Wirt)

CD31 R&D Systems Inc. 9G1 Monoklonaler 1:100

(PECAM1) Minneapolis, MN, USA (BBAT) IgG1 (Maus) :
Abcam AG, 6H2 Monoklonaler .

eNOS Cambridge, UK (ab91205) IgG1 (Maus) 1:100

ICAM-1 Santa Cruz Biotech Inc.; 15.2 Monoklonaler 1:100

(CD54) Dallas, TX, USA (sc-107) IgG1 (Maus) :

P-Selectin BD Biosciences AC1.2 Monoklonaler 1:100

(CD62P) Franklin Lakes, NJ, USA  (556087) IgG1 (Maus) '
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7.5.5.2 Sekundar-AK Immunhistologie
Sekundar- Hersteller Klon
AK (Artikelnummer)
Merck KGaA - Anti-Maus 1gG1 :
Cy3 (rot) Darmstdt, D (AP192C) (Donkey) 1580E
7.5.5.3 Primar-AK Western-Blot
. Klon Mw Art
Primar-AK Hersteller (Art-Nr.) [kDa] (Wirt)
Abcam AG, 6H2 Monoklonaler :
Slox Cambridge, UK (ab9120 33 15G1 (Maus) g0l
Santa Cruz Biotech
ICAM-1 15.2 Monoklonaler .
(CD54) ILTgADaIIas, TX, (sc-107) 85-115 IgG1 (Maus) 1:200
. BD Biosciences
P-Selectin X AC1.2 Monoklonaler .
(CD62P) LFJrSaRkIm Lakes, NJ, (556087) 140 IgG1 (Maus) 1:1000
Cell Signaling 14C10 Monoklonaler IgG
GAPDH Technology Inc. (3683s) 37 HRP-konjugiert 1:1000
Camebridge, UK (Hase)

Abkiirzungen: MW = Molekulargewicht, kDa = Kilodalton.

7.5.54 Sekundar-AK Western-Blot

Klon
(Artikelnummer)

Sekundar-AK

Hersteller

ECL GE Healthcare ) Anti-Maus IgG,
] GmbH HRP-gekoppelt  1:5000
Anti-Maus AK Solingen, D (NA931) (Schaf)

7.5.6 Primer zur Normalisierung der PCR

Primer Firma GC-Gehalt PL (bp) AL (bp) AT
18-S Sigma-Aldrich GmbH | 550, 20 67 | 60°C
Steinheim, D
Sequenz Forward 5'-CCGCAGCTAGGAATAATGGA-3
g Reverse 5-CCCTCTTAATCATGGCCTCA-3’

Abkiirzungen: bp = Basenpaare, GC = Guanin und Cytosin Basen, PL = Primer-Lange, AL = Amplikon-
Lange, AT = Anlagerungs-Temperatur; A = Adenosin, C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin.
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7.5.7 Taq-Man® Real-Time PCR Assays

Gen NOS3 SELP ICAM1 VCAM1
(eNOS) (CD62P) (CD54) (CD 106)

Entrez-ID 4846 6403 3383 7412
Spezies Human Human Human Human
Exon-

Anzahl 30 18 7 9
Genort 7936 1922-g25 19p13.3-p13.2 1p32-p31
ID-Nummer HsO15714659_m HsOO9217900_m H3002717001_m H3003615486_m

Amplikon-
linge 107 65 138 122

Alle verwendeten Taq-Man® Assays stammen von der Firma Life Technologies GmbH (Darmstadt, D). Alle
Kits verwenden Hydrolyse-Sonden mit dem Donorfarbstoff FAM und dem Quencher TAMRA zur Messung
wahrend der Real-Time PCR.

Abkiirzungen: ID = Identifikationsnummer, CD = Cluster of Differentiation, eNOS = endotheliale
Stickstoff-Synthase, SELP = P-Selectin, ICAM 1 = Intercellular Adhesion Molecule, VCAM 1 = Vascular
Cell Adhesion Molecule.

7.5.8 Losungen/Puffer

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)

Zur Herstellung der PBS-Lésungen wurden 397,4 g NaCl, 10 g KCI, 10 g KH,PO,
sowie 10 g Na;HPO4-2H,0 in 51 Aqua dest. geldst. Von dieser Stock-LOsung wurden
anschlieRend 500 ml mit 4,5 Aqua dest. vermengt und mittels 10 molarer Natronlauge

(NaOH) auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Mowiol 4-88

Fir das Eindeckelmedium wurden 200 ml PBS (pH-Wert 8,0) mit 50 g Mowiol 4-88
vermischt und 16 h durchweg gerihrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurden 25 ml
wasserfreies Gycerin hinzugefigt und erneut fir 16 h gerthrt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 12000 rpm fiir 15 min bei 4 °C. AbschlieBend konnte der Uberstand

in ein frisches Gefal Ubertragen und bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert werden.

4%-ige Formaldehyd-Losung (PFA)
11 PBS wurde mit 100 ml ddH,O im Verhéaltnis 9:1 vermischt. Im nachsten Schritt
wurden 40 g Paraformaldehyd (Pulver) abgewogen und mit der PBS-ddH,0O-Ldsung

unter stetigem Rihren mit einem Rihrmagneten gelést. AnschlieRend wurden NaOH-
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Linsen hinzugegeben und solange gemixt, bis die Flussigkeit klar wurde. Im letzten
Schritt wurde der ph-Wert mit einer Quetschpipette unter trépfchenweiser Zugabe von
HCI auf 7,4 eingestellt. Die Losung wurde dann bei — 20 °C bis zum Gebrauch

eingefroren.

Praparationspuffer (Western-Blot)

Zur Herstellung von 100 ml Praparationspuffers zur Proteinaufarbeitung vor
Durchfiihrung des Western-Blots wurden 10,27 g Saccharose (300 mM), 0,6 g PIPES
(Piperazin-N,N’-bis-2-ehtansulfonsaure, 1 mM), 0,37 g EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure, 10 mM) wund 0,78 g NaH,PO, x H;O
(Dinatriumhydrogenphosphat, 50 mM) abgewogen und in ca. 80 ml ddH,O geldst.
AnschlieBend wurde der pH-Wert mit NaOH auf 7,4 eingestellt und die Lésung mit
ddH,0 auf 100 ml Volumen aufgefiillt. Dann wurde der Puffer in neue Tubes abgeflllt,
in je 10 ml eine Roche cOmplete-Tablette (EDTA-frei, Protease Inhibitor) gelést und die

Tubes im letzten Schritt bis zur Verwendung bei — 20 °C eingefroren.

SDS-Tris-Glycin-Ladepuffer 4-fach (Western-Blot)

Zur Herstellung von 10 ml des Ladepuffers wurden 2,5 ml von 1M Tris-HCL (pH 6,8)
mit 0,5 ml ddH,0, 1,0 g SDS (Sodiumdodecylsulfat), 4 ml 100%-iges Glyercol, 0,8 ml
von 0,1% Bromophenol Blue (BPB, Tetrabromophenolsulfonphthalein) und 2 ml von
14,3 M Beta-Mercaptoethanol vermischt und anschlielend mit ddH,O auf 10 ml

Volumen aufgefullt.

TBST-Waschpuffer (Western-Blot)

Zur Herstellung einer 10-fachen TBS-Stocklésung wurden 121,14 g TRIS-Base (1 M)
und 90 g NaCl (9%-ig) in ddH20 geldst und mithilfe von HCI auf einen pH-Wert von 7,5
eingestellt. Zur Verwendung als Waschpuffer beim Western-Blot wurden die
TBS-Stocklésung mit Aqua dest. 10-fach verdinnt und zusatzlich 0,1% Tween

(Polyoxyethylensorbitan monolaurat) hinzugegeben.

Desinfektions-Ldsung fiir Instrumente

Zur Desinfektion des Praparationsbestecks wurde 15ml der Neodisher® Septo
PreClean Lésung mit 1l enthartetem H,O vermischt. Hierin wurden die Instrumente 15
min eingelegt, anschlieRend mit ddH,O abgespllt und abschlieRend fir die nachste

Benutzung autoklaviert.
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7.6 Ehrenwortliche Erklarung zur Dissertation

,Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig und ohne unzulédssige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe.

Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemall aus verdffentlichten oder
nichtveréffentlichten Schriften enthommen sind, und alle Angaben, die auf mundlichen
Ausklnften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgeflhrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-
Universitat GieRen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind,
eingehalten sowie ethische, datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsatze
befolgt.

Ich versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte
Leistungen fur Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der
vorgelegten Dissertation stehen, oder habe diese nachstehend spezifiziert.

Die vorgelegte Arbeit wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder
ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehérde zum Zweck einer Promotion oder
eines anderen Prifungsverfahrens vorgelegt.

Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen Ubernommene Material, das in
der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als
solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt
und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren.

Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein
internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich mich einverstanden.*
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