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1 Einleitung

1.1 Aneurysmen der abdominellen Aorta
1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

GefalRerkrankungen stellen heute eine der fihrenden Todesursachen in den
Industrienationen dar. Nach Angaben des deutschen Arzteblattes litten 1997 in

Deutschland ca. 220.000 Personen an einem Bauchaortenaneurysma (BAA).

[3]

Die Pravalenz von Aortenaneurysmen ist abhéngig von Alter und Geschlecht,
so sind Manner ca. 4-mal haufiger betroffen als Frauen. Mit zunehmendem

Alter steigt die Pravalenz bei beiden Geschlechtern stetig an.

Ein Aneurysma wird als eine permanente lokalisierte Aufweitung eines Gefalies
um mehr als 50 % des physiologischen Durchmessers definiert.

Fur die européische und amerikanische Bevolkerung ist in Abhangigkeit von
Alter, Geschlecht und Ethnologie ab einem Durchmesser von Uber 3 cm von
einem Aneurysma zu sprechen. Fir Manner wird der physiologische
Durchmesser der Aorta im infrarenalen Bereich mit 1,4 — 2,4 cm und fir Frauen
mit 1,2 — 2,2 cm angegeben. [29, 37, 65, 66, 67, 136]

Die meisten Bauchaortenaneurysmen sind spindelférmig, beginnen unterhalb
der Nierenarterien und enden an der Aortenbifurkation, nur rund 5 % betreffen
auch den suprarenalen Abschnitt. [99] Als suprarenales BAA bezeichnet man
Aneurysmen, welche oberhalb der Nierenarterien lokalisiert sind. Hier muss bei
der chirurgischen Therapie zumindest eine Nierenarterie reimplantiert werden.
Bei juxtarenalen Aneurysmen besteht aufgrund der Nahe des Aneurysmas zu
den Nierenarterien die Notwendigkeit die GefalBklemme proximal deren
Abgénge zu setzen. Obwohl in ca. 25 % der BAA die iliakalen Gefal3e mit
betroffen sind, sind isolierte Aneurysmen dieser Gefal3e sehr selten (< 1 %)
[24].
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Ein BAA ist eine progressive Erkrankung, die lange beschwerdefrei bleibt.
Patienten klagen gelegentlich Uber abdominelle Pulsationen. Gelegentlich
kommt es aufgrund des verdrangenden Wachstums und einer duodenalen
Kompression zu Nausea oder Erbrechen. Urologische Komplikationen wie
Hydronephrose durch ureterale Kompression oder vendése Thrombose durch

iliocavale Kompression treten ebenfalls selten auf.

Aneurysmen bleiben haufig unentdeckt, gegebenenfalls werden sie im
Ultraschall des Abdomens zuféllig entdeckt, oder erst, wenn es zu einer Ruptur
des Aneurysmas kommt. Diese geht mit einer massiven Blutung einher und
einer Mortalitat von 78 %, drei Viertel dieser Patienten versterben bereits, bevor
sie die Klinik erreichen. [27] Rupturiert ein Aneurysma, klagen die Patienten
haufig Uber plotzlich eintretende massive Bauch— und oder Rickenschmerzen,
die in die Flanke oder Leistengegend ausstrahlen. In 20 % der Rupturen
befindet sich der Defekt ventral, so dass es zu keiner wesentlichen Tamponade
der Blutungsstelle kommt und somit die Mortalitat hoher ist, als bei den
restlichen 80 %, bei denen das BAA im dorsalen Bereich rupturiert. Eine
Tamponade im Retroperitoneum kann zu einem geringeren Blutverlust fihren

und einer geringeren zu erwartenden Mortalitat. [34]
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Die Rupturgefahr eines Aneurysmas steigt mit zunehmendem Durchmesser an.
Es scheint jedoch einen Ubergangspunkt zwischen 5 und 6 cm zu geben, unter
dem nur ein geringes Risiko einer Ruptur besteht, jenseits dieses
Durchmessers steigt das Rupturrisiko stetig an. [94] Es gilt als sicher, ein
Aneurysma mit einem Durchmesser von weniger als 5,5 cm regelmal3ig zu
kontrollieren und zu Giberwachen, erst bei einer Uberschreitung dieses Wertes

wird eine chirurgische Aneurysmaausschaltung empfohlen. [82, 106]

BAA <4cm 4-5cm |5-6cm |6-7cm | 7-8cm | >8cm
Durchmesser

Rupturrisiko | 0 % 05-5% |3-15% |10-20% | 2040 % | 30-50 %
pro Jahr

Tab. 1: Rupturrisiko eines Aortenaneurysmas in Abhangigkeit vom Durchmesser [94]

Fur ein Aneurysma einer bestimmten Grol3e sind Geschlecht, Hypertonus,
COPD, Rauchen und die Wandbelastung voneinander unabhéangige
Risikofaktoren, die die Gefahr einer Ruptur beeinflussen. Eine positive
Familienanamnese und eine hohe Expansionsrate scheinen eine Ruptur zu
begunstigen. [33, 45, 137, 140, 147]

Bis heute gibt es lediglich experimentelle therapeutische Ansatze, um in die
pathophysiologischen Mechanismen einzugreifen und so die Entstehung und
das Wachstum von Aneurysmen zu vermeiden. Vor allem wurde versucht, die
Funktion von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) zu hemmen. Hier sind vor
allem Doxacyclin und Angiotensin—Converting—Enzyme—Inhibitoren (ACE-
Hemmer) zu nennen. [31, 83, 113] Klinisch konnten sich diese therapeutischen
Anséatze jedoch nicht etablieren. Seit den 60er Jahren ist die Therapiestrategie
der von Creech [30] beschriebene offene operative Eingriff, bei dem das
Aneurysma entfernt und ein Kunststoffinterponat eingefligt wird. Hierbei wird
zunachst das Aneurysma freigelegt, die Strombahn proximal und distal des
Aneurysmas nach Gabe von Heparin zur Thromboseprophylaxe ausgeklemmt.
Der Aneurysmasack wird langs erdffnet, ein vorhandener Thrombus wird

entfernt, die in den Aneurysmasack zurlickblutenden Lumbalarterien werden
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ligiert. Die Arteria mesenterica inferior wird gegebenenfalls abgebunden und
die Interposition einer Prothese kann durchgefuhrt werden. Hierbei kénnen
aorto—aortale (Rohrprothesen) oder aorto—biiliakale / bifemorale (Y—Prothese)
Interponate verwendet werden.

In neuerer Zeit wird der 1991 von Parodi [105] eingefuhrte endovaskulare,
minimal—-invasive Eingriff mittels eines Aortenstents vermehrt angewendet. Bei
diesem Eingriff wird der Aortenstent Uber die Femoralgefal3e nach proximal in
die Aorta platziert und so das Aneurysma ausgeschaltet. Die endovaskularen
Prothesensysteme bestehen aus einem selbstexpandierenden Nickel-Titan—
Skelett, die von einer dinnwandigen Polyester— oder Polytetrafluorethylen—
(PTFE) Prothese Uberzogen sind. Am gebrauchlichsten, und in der elektiven
Situation fast ausschlieBlich gebraucht, sind modular aufgebaute
Bifurkationsprothesen. Das Hauptmodul besteht aus dem Prothesenkdrper mit
einem langen und einem zweiten, kurzen Schenkel. Letzterer wird mit einem
gesonderten, kontralateralen Schenkel erganzt. Beide Komponenten sind in
getrennten Entladungssystemen verpackt. Sie werden Uber eine Inzision der
A. femoralis eingefiihrt, unter radiologischer Kontrolle in das Aneurysma

platziert und expandiert.

\ \ y
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-

Abb. 2: Aorto-biiliakale und Rohrprothese
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1.1.2 Pathophysiologie

BAA reprasentieren einen degenerativen Prozess, der in dem Grol3teil der Félle
atherosklerotisch bedingt ist.

Eine atherosklerotische Atiologie versagt jedoch bei der Erklarung der
alternativen  Entwicklung  von  okklusiven  statt  aneurysmatischen
Veranderungen in der Aorta sich ahnelnder Patienten, dies impliziert eine
multifaktorielle Genese der Entstehung von BAA.

Anstatt sie atherosklerotisch zu nennen, werden BAA daher degenerativ oder

unspezifisch in der Atiologie bezeichnet.

Degenerative Aneurysmen machen mehr als 90 % aller infrarenalen
Aneurysmen aus. Weniger haufigere Grinde sind Infektionen, zystische
Medianekrose, Arteriitis, Trauma, vererbte Bindegewebserkrankungen und

Pseudoaneurysmen durch Anastomosendisruption.

Aortenaneurysmen sind bei Kindern Seltenheiten und von unterschiedlicher

Atiologie, dann jedoch meist durch Umbillicalarterienkatheter verursacht. [138]

Die gesunde Aortenwand enthalt nicht nur glatte Muskelzellen, sondern auch
die wichtigen Matrixproteine Elastin und Kollagen, welche in organisierten,
konzentrischen Lagen arrangiert sind, um dem arteriellen Hochdruck zu

widerstehen. [56]
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Kollagene sind eine heterogene Gruppe von Proteinen, die etwa ein Viertel der
Gesamtproteinmenge des menschlichen Organismus ausmachen. Kollagene
sind die wichtigsten Faserbestandteile von Haut, Knochen, Sehnen, Knorpel,
Zahnen und BlutgefaRen. Bisher wurden 25 Kollagenpolypeptide beschrieben,
die 19 Kollagentypen in der extrazellularen Matrix aufbauen. Kollagenmolekile
weisen einen hohen Anteil an Prolin und Glycin auf, daneben enthalten sie eine
Reihe von hydroxylierten Aminoséuren wie Hydroxyprolin und Hydroxylysin, die
eine Quervernetzung der Proteine und die Ausbildung einer stabilen
Kollagenmatrix ermdéglichen. Kollagenfasern bestehen aus drei a-—helikalen
Proteinketten, von denen jeweils drei Molekile sich in Form einer Superhelix
umeinander winden, und auf diese Weise Fasern ausbilden. Die Synthese von
Kollagen ist Ascorbinsaure abhangig. Ein Mangel an Vitamin C resultiert in der
Ausbildung des Krankheitshilds Skorbut. Eine Vielzahl genetischer
Erkrankungen beruhen auf Defekten des Kollagens oder der damit assoziierten

Proteine, wie das Ehlers—Danlos—Syndrom oder die Osteogenesis imperfecta.
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Bei dem Kollagen der Gefal3e handelt es sich hauptsachlich um den Typ Il
[112]

Kollagen- Faser

)

300 nrm

)

Kollagen- "Molekiil"

Triple-Helix
(rechtsgingig)

alpha-Kette
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Abb. 4: Molekularer Aufbau von Kollagen, schematische Darstellung

Elastin ist ein unldsliches, quervernetztes Polymer, das aus monomeren
Tropoelastin—Untereinheiten besteht. Dieses 70 kD grof3e Protein setzt sich
zum grofRen Teil aus alternierenden Bereichen hydrophober Reste und
Quervernetzungs—Domanen zusammen, welche reich an Glycin, Alanin, Valin
und Prolin sind und so wesentlich fir die elastischen Eigenschaften sind.
Elastin kommt zu einem grol3en Teil in der Lunge, der Haut und in Blutgefal3en
vor und verleiht diesen Organen ihre charakteristische Eigenschaft Elastizitat.
Im histologischen Préparat lasst es sich durch die Elastica—van—Gieson (EvG)
Farbung darstellen. Tropoelastin wird von der Zelle in I6slicher Form sezerniert
und anschliel3end durch das Enzym Lysiloxidase vernetzt. [112]
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Abb. 5: Schematische Darstellung von elastischen Fasern unter Zug und Entspannung

Durch den Verbund von Elastin und Kollagen werden die Gewebe gleichzeitig
elastisch und reil3fest, da sich die Eigenschaften der Strukturproteine erganzen.
Elastin ist prinzipiell das lasttragende Element der Aorta, das sich einer
Aneurysmabildung entgegen stellt, wohingegen sich Kollagen eher als starkes
Sicherheitsnetz verhalt, um eine Ruptur eines bereits vorhandenen

Aneurysmas zu verhindern. [41]
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In der menschlichen, gesunden Aorta sinkt die Anzahl der Elastinlagen in der
Media von der proximalen (60 — 80 Lagen) zur infrarenalen Aorta (28 — 32
Lagen), einhergehend mit einer Verdinnung der Media und Verdickung der
Intima. [56, 154]

Vergesellschaftet mit dieser Strukturverdnderung der Aorta ist eine Reduktion

im Kollagen— und Elastingehalt von proximal nach distal. [56]

Tunica intima
Endothelzellen
Bindegewebe
Elastisches-
Gewebe

Abb. 6: dreidimensionaler Aufbau einer Arterie

Elastinfragmentierung und —degeneration kénnen im histologischen Praparat
von BAA beobachtet werden. Der Elastingehalt sinkt zwischen der supra— und
infrarenalen Aorta um 58 % und es ist eine Stelle, an der der Gehalt an Elastin
relativ. zum Kollagen abnimmt. Dies erklart die Pradilektionsstelle flr
Aneurysmen an der infrarenalen Aorta. [153]

Elastin wird in der Aorta eines Erwachsenen nicht mehr produziert, hat jedoch
eine Halbwertszeit von 40 — 70 Jahren. Berlcksichtigt man die Reduktion im
Alter erklart dies das Erscheinen von BAA vor allem bei alteren Patienten.
Zuséatzlich zum reduzierten Elastingehalt in der infrarenalen Aorta wurde die
gesteigerte  Anfélligkeit fir Aneurysmabildung auf hamodynamische,
strukturelle und autoimmune  Prozesse  zurlUckgefuhrt. Von  der
Aortenbifurkation reflektierte Wellen erhdhen die Pulsation und Wandspannung

in der distalen weniger complianten, atherosklerotischen Aorta. [92]
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Ein autoimmuner Mechanismus fir die Entstehung von Aneurysmen wurde
diskutiert, da immunoreaktives Protein in der infrarenalen Aorta im Vergleich
zur thorakalen auffallig stark exprimiert wird, was die gesteigerte Frequenz der

Bildung von Aneurysmen an dieser Stelle erklaren kann. [155]

Eine Verringerung der Aortenmedia durch Proteolyse in Aneurysmen impliziert
einen Anstieg proteolytischer Enzyme relativ zu deren Inhibitoren. Zahlreiche
Berichte haben eine gesteigerte Expression und Aktivitat von Matrixmetallo—
proteinasen (MMP) in der Aneurysmawand gezeigt. [52, 88, 107, 153]

McMillan [88] fand eine dreifach gesteigerte Aktivitat von MMP-9 (dem
primaren elastolytischen Enzym) in Aneurysmen mit einem Durchmesser von
5 — 7cm im Vergleich zu unter 5cm. Diese Arbeitsgruppe beobachtete auch
gesteigerte Werte von MMP-9 im Aortengewebe und Serum von Patienten mit

BAA im Vergleich zu Patienten mit aortoilliacaler Verschlusskrankheit. [87]

Ailawadi zeigte eine gesteigerte Expression von MMP-9 in der infrarenalen
Aorta im Vergleich zum Aortenbogen und der absteigenden thorakalen Aorta.
Andere MMPs, Serine Proteasen, wie Plasmin und neutrophile Elastase
konnten in Aneurysmagewebe im Vergleich zu gesundem Aortengewebe
verstarkt nachgewiesen werden, wohingegen deren Inhibitoren unverandert
blieben, was zu einem netto Anstieg an Matrixzerstorung in BAA fihrt. [1, 52]
Reaktive Sauerstoffarten wie Superoxid konnten in Aneurysmen gesteigert
nachgewiesen werden. [90]

Tiermodelle konnten zeigen, dass eine Elastaseperfusion inflammatorische
Zellen rekrutiert, welche in einer Aneurysmabildung endet, die durch
Behinderung der Einwanderung inflammatorischer Zellen oder Blockade der
MMP-Aktivitat mit einem Inhibitor wie Doxacyclin verhindert werden kann. [7,
19, 113, 122] Elastaseperfusion in Tiermodellen zeigte einen Anstieg der
induzierbaren Nitrat—Oxid—Synthetase—Genexpression und eine gesenkte
Expression der antioxidierenden Superoxid Dismutase. [156] Diese Studien
zeigen die Wichtigkeit von Proteinasenaktivitét in der Entstehung von BAA und

die wahrscheinlich inflammatorische Quelle oder Stimulation dieser Enzyme.
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Histologische Studien von BAA zeigen nicht nur eine Fragmentierung von
Elastinfasern und gesunkenem Elastingehalt, sondern auch ein chronisch
entzindliches Infiltrat der Media und Adventitia. Dieses unterscheidet sich von
dem Infiltrat der okklusiven Prozesse. Hierbei tritt es vor allem in der Media der
GefaBwand auf. [146] Diese transmurale, entzindliche Reaktion in
abdominellen Aortenaneurysmen scheint fir die Entstehung von Aneurysmen
eine zentrale Bedeutung zu haben, jedoch ist die Ursache nicht ganzlich geklart
und verstanden.

Der Nachweis von Chlamydia pneumoniae in der Wand von BAA lies vermuten,
dass eine Infektion mit diesem gewdhnlichen Pathogen eine mogliche Ursache
sein konnte. [72, 110] Im Kaninchenmodell konnten Aneurysmen durch
Chlamydia pneumoniae induziert werden. [141] Die Datenlage ist jedoch bis
heute nicht einheitlich.

Die charakteristische Zusammensetzung des entzindlichen Infiltrates beim
Menschen in  abdominellen  Aortenaneurysmen, einschlie3lich  des
Vorhandenseins von B—-Lymphozyten, Plasmazellen und grof3en Mengen von
Immunglobulinen, legt eine autoimmune Komponente nahe. [21, 142, 153] Es
konnte ein 40-kD—Matrixprotein aus der Wand von BAA isoliert werden, das
immunreaktiv mit Immunglobulin G ist. [54] Dieses Autoantigen scheint eine
kollagenassoziierte Mikrofibrille zu sein, die aortic—aneurysm-antigenic—protein
(AAAP-40) genannt wurde, und auffallig haufig in der Wand von Aneurysmen
zu finden ist. [155]

AAAP-40 hat Ahnlichkeiten in der Aminosauresequenz mit Treponema
pallidum und Zytomegalievirus, also Mikroorganismen die bekannterweise mit
Aneurysmen assoziiert sind. [103]

Diese Ahnlichkeit erhoht die Mdoglichkeit, dass Aneurysmen bei diesen
Infektionen aus einer Immunantwort gegen das Pathogen resultieren, die
gebildeten Antikérper sich dann aber auch gegen ein kérpereigenes Protein in
der Aortenwand richten. Ein Konzept, welches als molecular mimicry
(Molekulare Nachahmung) bekannt ist.

Die mikrofibrillare Einheit ist als wichtig fur die Verhinderung eines BAA
bekannt. Ist diese mikrofibrillare Einheit gestort, wie es bei dem Marfan—
Syndrom der Fall ist, kommt es aufgrund des defekten Fibrillins zu einer

Aneurysmaformation. [36]
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Eine Vielzahl von Studien hat auf eine familiare Haufung von BAA hingewiesen,
welche in 15 — 25 % der Patienten, die an einem BAA operiert werden,
beobachtet werden kann. [33, 71, 147, 148] Autosomal dominante—, autosomal
rezessive— und autosomal dominante Erbgange mit inkompletter Penetranz
konnten gezeigt werden. [79]

Obwonhl die genetische Komponente bei der Entstehung von BAA schwer zu
definieren ist, scheint es eine multifaktoriell durch genetische und
umweltbedingte Faktoren beeinflusste Erkrankung zu sein. [79] Auch eine
genetische Basis fur eine autoimmune Manifestation wurde beschrieben. [142]
Potenziell anfallige Allele fur die Entstehung von BAA einschliel3lich des DR-—
B1 major histocompability locus konnten identifiziert werden. [142]

Diese Gene erscheinen nur selten in der nordamerikanischen farbigen
Bevolkerung, konnten jedoch bei allen farbigen Patienten mit Aneurysma
gefunden werden. [142] Diese DR—31 Allele wurden in 75 — 100 % der weil3en
Patienten mit BAA gefunden, abhangig von der benétigten Ubereinstimmung.
Der DR—B31 major histocompability locus scheint eine genetische Ursache fur
entzundliche BAA zu sein. [119]

Die vielfaltigen Ursachen der Erkrankung sind bis heute noch nicht
zusammenhangend geklart, viele unterschiedliche Faktoren haben einen
wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung eines Aneurysmas. Im Vordergrund
steht eine Matrixverdnderung durch eine Imbalance zwischen Bildung und
Abbau von Elastin und Kollagen. Es kommt zu einer Invasion von
Entziindungszellen in die GefaBwand und einer Matrixdegeneration. Es
entsteht ein Ungleichgewicht zwischen Proteinasen und deren Inhibitoren. [9,
43, 127]

Insbesondere sind die Matrixmetalloproteinasen (MMP)-2, MMP-9 und MMP—
12 in aneurysmatisch veranderten GefaRen hochreguliert und filhren so zu
einer Fragmentierung wichtiger Matrixkomponenten. Gesichert ist, dass es zu
einer Strukturédnderung des Elastins im Sinne einer Fragmentierung kommt und
der Gesamtgehalt an Elastin in der GefaBwand bei der Expansion eines
Aneurysmas abnimmt. Auch kommen fragmentierte Kollagenfibrillen vor, wobei

der Gesamtgehalt an Kollagen jedoch nicht abnimmit. [13]
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1.2 Tiermodelle zur Induktion von Aneurysmen

Um die Expansion und die Ruptur von Aneurysmen besser zu verstehen,
bedarf es einem reproduzierbarem in vivo Modell. Mehrere dieser Modelle
wurden entwickelt, die sich auf

. Atherosklerose

. genetische Variationen

. experimentelle Abanderungen des Metabolismus

. mechanische oder chemische Verletzungen

. hdamodynamische Faktoren

. Allografts und Xenografts

. Induktion einer Entziindung

0o N oo o B~ WN P

. Infusion von Elastase beziehen bzw. derer bedienen.

Diese Modelle werden im Folgenden naher beleuchtet.

1.2.1 Atherosklerose und atherosklerotische Regression

Aneurysmen konnen spontan in atherosklerotischen Tiermodellen eintreten,
dies ist jedoch eher ungewdhnlich. In einer groRen Versuchsreihe, entwickelten
nur 1,5 % der Versuchstiere, in diesem Falle Affen, Aneurysmen. Diese
beinhalteten Dissektion, fusiforme und sacculére L&sionen der Arteria carotis
oder Aorta. [16] Fusiforme und sacculdre Aneurysmen wurden nur in Tieren
gefunden, die mit einer atherosklerose-férdernden Diat gefittert wurden,
wohingegen dissezierende Aneurysmen sowohl in Tieren mit normalem
Cholesterinspiegel, als auch in Tieren mit erh6htem Cholesterinspiegel
auftraten. [139]

Zarins und Glagov [162] postulieren, dass Aneurysmen durch die Degeneration
der GefdBwand als Resultat der Atherosklerose verursacht werden. Unter
einigen Bedingungen fihren atherosklerotische Lasionen zu einer
Gefalokklusion, wohingegen bei anderen Bedingungen die atherosklerotischen
Lasionen zur Ausdinnung der Media fohren und somit Aneurysmen

verursachen.
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In einem Experiment von Zarins und Kollegen [163] wurden Cynomoglus und
Rhesus Affen mit einer Atherosklerose—férdernden—Diat gefittert. Nach 6 bis
12 Monaten wurde die Diat durch eine Atherosklerose-regressions—Diét
ersetzt. Bei Regression der Atherosklerose entwickelten 13 % der Cynomoglus
und 1 % der Rhesus Affen Aneurysmen. [164]

Tilson und Stansil [143] bieten einen kontrastreichen Blick durch ihre Studie an
100 aufeinander folgende Patienten, die ein Aortentransplantat erhielten. Sie
zeigten, dass Patienten mit Aneurysmen und okklusiven Erkrankungen haufig
unterschiedlichen Alters und Geschlechts sind und unterschiedliche
Langzeitprognosen haben. Die Autoren postulieren, dass Aneurysmen aus

einem Prozess resultieren, der sich von dem der Atherosklerose unterscheidet.

1.2.2 Genetische Variationen

Die Blotchy-Maus entwickelt genetisch determiniert Aneurysmen. Der
genetische Defekt resultiert aus Abnormitaten des X-Chromosoms und
verursacht Defekte im Bindegewebe, der Hautfarbe und der neurologischen
Funktionen. Der zu Grunde liegende Defekt beruht auf einer Abnormitéat des
Kupfer—Stoffwechsels. [68]

Kupfer ist essenziell fur die Lysyl-Oxidase—Aktivitat, einem Enzym, das die
Verkntpfung von Elastin und Kollagen katalysiert. [46] Kupfer ist auch fur die
Tyrosinkinase essenziell, sie ist in die Synthese von Melanin involviert, daher
resultiert die veranderte Hautfarbe. Zudem ist Kupfer essenziell fur das Enzym
Dopamin—Beta—Hydrolase, welches wichtig fur die Synthese von
Neurotransmittern ist. Der Defekt der Blotchy-Maus ahnelt dem des Menke—
kinky—hair—syndrome / Trichopoliodystrophie beim Menschen, eine Erkrankung,
bei der die Lamina elastica interna fragmentiert ist [32, 149] und die Hirn—,
Viszeral- und ExtremitatengefaRe elongiert und verschlungen sind. Die
Aneurysmen der Blotchy-Maus sind fusiform und werden héaufig in der
thorakalen Aorta gefunden, kénnen aber auch in anderen Bereichen der Aorta
auftreten. [6] In der Aortenmedia dieser Tiere farbt sich nur sparlich Elastin,
zudem enthélt sie abnorme glatte Muskelzellen. [22] Die Haut der blotchy—

Maus zeigt eine reduzierte Festigkeit. [42] Kupferentzug bei Hiuhnern fiihrte zu
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ahnlichen Bindegewebsschwéchen. [97] Die Behandlung der Blotchy-Maus mit
Propanolol konnte die Entwicklung von Aneurysmen aufhalten [20] und erhdhte
die Konzentration nicht—kollagenen Bindegewebes in der Wand. [23]
Propanolol senkt auch den Blutdruck, es resultieren hdmodynamisch glunstige
Eigenschaften durch dieses Medikament, und es gibt Hinweise darauf, dass
Propanolol die Verknupfung zwischen Kollagen und Elastin erhéht. [17] Far
einen Zeitraum schien Kupfermangel oder veréanderter Kupfermetabolismus viel
versprechend zu sein, die herabgesetzte Spannungskraft des Elastins und die
Entwicklung von Aneurysmen beim Menschen zu erklaren, es konnte jedoch
nicht gezeigt werden, dass dies eine beim Menschen wesentliche Rolle spielt.
[4, 120, 129] Des Weiteren wird berichtet, dass bei Meerschweinchen, die unter
Kupfermangel lebten, eine erhohte Produktion von Elastin und Kollagen
nachgewiesen werden konnte. [63]

1.2.3 Experimentelle Ver&nderungen des Metabolismus: Beta-
Aminoproprionitril, Theophyllin und hormonelle Manipulationen

Eine weitere experimentelle Methode Aneurysmen auszulésen, ist die
absichtliche Unterbrechung der normalen Synthese des Bindegewebes in der
Arterienwand. Ein einzigartiges Beispiel ist die Entstehung von Lathyriymus.
Diese Erkrankung ist vergesellschaftet mit Skelettdeformitaten [47] und konnte
bei Tieren durch Futterung mit Kichererbsen—/ Platterbsen— (Latyrus sativus)
Futter herbei gefuhrt werden. Das aktive Agens dieses Futters ist Beta—
Aminoproprionitril (BAPN). [128] Die Futterung der Tiere mit diesem Futtermittel
bewirkte eine aneurysmatische Aufdehnung der Aorta bis hin zur spontanen
Aortenruptur. [114] Dies trat in 8 — 36 % der mit BAPN—gefltterten Tiere auf,
abhangig von der Aminosauremischung der Diat. [80] In anderen Experimenten
wurden Versuchstiere mit BAPN, Dioxycorticosteron und Salz gefittert, um
eine Hypertonie zu erzeugen. Bei Ligatur einer Arteria carotis entwickelten
14 % dieser Tiere sakkulare Hirnaneurysmen. [60, 61, 62]

Defekte des Bindegewebes wurden mit anderen Veranderungen im
Aminosaurestoffwechsel beobachtet. Kollagenlésungen, die Homocystein
enthielten, versagten einen unléslichen Kollagenniederschlag auszulésen. [73]
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Sie schwachten die GefaBwand, und bei Tieren, die mit Cystamin geflttert
wurden, unterlagen die elastischen Fasern einer Degeneration mit der
Entwicklung von Aortenaneurysmen. [70] Versuchstiere, hier Truthahnarten,
entwickelten Aneurysmen mit Ruptur von dissezierenden Aortenaneurysmen.
[10, 55, 89] Hier zeigte sich, dass eine Dissektion meist dort auftrat, wo ein
Lipidplague vorhanden war. [55] Wurden diese Tiere mit BAPN gefittert stieg
das Risiko einer Ruptur an. [11] Sowohl Monoaminooxidase—Inhibitoren [85] als
auch Hydralazin [132] verstarkten die genetischen Effekte von BAPN. Die
Mortalitatsrate von 24 % nach BAPN Verfiutterung stieg auf 91 %, wenn
Versuchstiere mit BAPN und Hydralazin gefittert wurden. Hydralazin erhéht
nicht die Herzfrequenz, sondern senkt den systolischen und diastolischen
Druck. Hydralazin akkumuliert in der Aorten Media [91], wo es wahrscheinlich
mit Aldehydgruppen des Kollagens reagiert. [108] Die elastische Eigenschaft
von Kollagenfibrillen ist reduziert, wenn Kollagen mit Hydralazin inkubiert wird.
[78] Im Gegensatz dazu reduzieren Propanolol und Reserpin die Gefahr einer
Aortenruptur. [131, 132, 133] Die Mortalitat von mit BAPN und Hydralazin
gefutterten Truth&hnen konnte durch eine Behandlung mit Propanolol oder
Reserpin gesenkt werden. Propanolol senkt den Blutdruck und erhoht die
Verknipfung von Kollagen und Elastin. [17, 133] Reserpin reduziert die
Herzfrequenz und den arteriellen Druck, erhoht aber nicht die Kollagen—
Elastin—Verknupfung. [133]

Theophyllin induzierte bei Hihnern Aortenaneurysmen, wenn diese in utero mit
diesem Wirkstoff exponiert wurden. [50, 69, 160] Diese Entstehung scheint
durch die Wirkung von Theophyllin auf die zyklische Adenosin—-3'5—
monophosphatase (AMP) bedingt zu sein. Intrazellulares Theophyllin erh6ht die
AMP-Konzentration und ist mit einer Inhibition der mitotischen Zellteilung
vergesellschaftet. [35, 77] Histologische Praparate von Hihnern nach
Theophyllinexposition in utero zeigten eine Verdiinnung der Aortenmedia und
Stérungen der Elastin— und Kollagen—Fasern in der Gefaldwand.

Eine Vielzahl von Steroiden kann Aortenaneurysmen auslésen. Hamster, die
mit Cortisonacetat [134] oder antiovulatorischen Progesteronen [28] behandelt
wurden, Blotchy—Mause behandelt mit Hydrocortison [121] und Puten,
behandelt mit Diethylstilbesterol, zeigten alle dissezierende Aortenaneurysmen.
Einige davon mit spontaner Ruptur. [14]
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1.2.4 Mechanische und chemische Verletzung

Eine mechanische oder chemische Zerstérung der Arterienwand wurde
genutzt, um experimentelle Aortenaneurysmen in vivo zu induzieren. Ein
Venenpatch, um eine absichtliche Arteriotomie abzudecken, fuhrte zu einer
experimentellen Aneurysmaformation. [15, 48] Ahnliche chirurgische Eingriffe
wurden genutzt, um experimentelle Aneurysmen zu induzieren. Dabei konnten
drei verschiedene Arten von Aortendissektionen verursacht werden. [96, 104,
135, 161] In einem Experiment wurde durch die Insufflation von CO; in die
thorakale Aortenwand ein zweites Lumen geschaffen. Ein Intimaleck wurde
durch Exzision eines kleinen Stilickes Intima geschaffen. Der Grad der
Dissektion konnte erhéht werden, indem man den systemischen Bluthochdruck
erhohte. Dieses Modell resultierte in einer Dissektion, jedoch nicht in einem
echten Aneurysma. [104]

Die intramurale Gabe von Azetrizoat (monomeres jodhaltiges Kontrastmittel)
induzierte nach drei Wochen Aneurysmen. Diese Technik induzierte
intramurale Blutungen zwischen den elastischen Lamellen, mit Zerstérung des
Bindegewebes der GefaRwand und Ausdinnung der Media. Die Aneurysmen
persistierten, und es zeigten sich keine Anhaltspunkte flr eine Regeneration.

In einem weiteren Modell wurde eine cryogene Sonde genutzt, um eine
vollstandige Erfrierung der Gefallwand zu erreichen. Die histologische
Aufarbeitung dieser Gewebe zeigte eine Proliferation subendothelialer Zellen,
welche fur eine Reparatur der Gefallwand nach 6 Wochen verantwortlich
waren. [135]

In einem anderen Modell wurde ein mikrochirurgischer CO-Laser genutzt, um
einen Defekt in die A. carotis communis zu brennen. Die Adventitia wurde dann
Uber dem Defekt verschweilt, um die GefalBwand zu reparieren. Die
Uberlebenden Tiere entwickelten an dieser Seite ein Aneurysma. [161]

Eine chirurgische Inzision wurde auch genutzt, um eine lokale Arteriotomie zu
produzieren, welche dann mit einem Laser versiegelt wurde. Auch dies flihrte
zur Entstehung von Aneurysmen. [5] Die GréRe der Aneurysmen korrelierte mit
der Hohe des Blutdruckes der Tiere. [117] Wurde diese Art der Verletzung an
der Aortenbifurkation von Ratten durchgefiihrt, zeigten sich sakkulare
Aneurysmen, ahnlich derer aus dem cerebralen Flussgebiet. [118] Ein laterales
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Aneurysma konnte durch einen longitudinalen Schnitt von 2 — 4 mm in der
Lange und darauf folgendem Verschluss mit Kodak methyl-2—cyanoacrylate
(Eastman 910) Zement erreicht werden. Die meisten dieser so behandelten
Tiere entwickelten uniforme oder zylindrische Aneurysmen. Einige dieser
Aneurysmen  stellten  sich  angiographisch  als  Divertikel  oder
Pseudoaneurysmen dar. [145] Eine Vielzahl von toxischen Substanzen wurde
in die Wand der Aorta oder Gefal3e des Hirnkreislaufs injiziert, um lokale
Aneurysmen zu induzieren. [84, 150]

Zu diesen Substanzen gehdrten hypertone und Isotone Kochsalzl6sung,
Hyaluronidase, Natrium—Morrhuat, Plasmozid und nitrogen mustard (Stickstoff—
Lostverbindung). Hypertone Kochsalzlésung und nitrogen mustard stellten sich
als die wirksamsten heraus. Eine weitere Methode um experimentelle
Aneurysmen zu erzielen, ist die Applikation graduierter zerstérender Krafte. Die
thorakale Aorta von Schweinen wurde graduierter Zerstérung unterzogen. [165]
Die Aorta dieser Tiere enthalt normalerweise ca. 75 elastische Lamellen. Wenn
35 dieser Lamellen durch externe graduierte Kraft zerstért wurden, indem die
Gefal3e gequetscht wurden, wurden diese GefaRe aneurysmatisch. Die
restlichen 40 Lamellen sind einer grol3eren Umfangsspannung unterworfen,
ansteigend von 1316 dynes/cm/Lamelle in der normalen Aorta bis 4087

dynes/cm/Lamelle im aneurysmatischen Gefal3.[165]

1.2.5 Hamodynamik

Veranderungen des Blutflusses konnen GefaRausweitungen bewirken. Dies
manifestiert sich haufig in poststenotischen Aufweitungen, so wie sie in
arterioventsen Fisteln auftreten. Halstead [58] verengte die unbenannte Arterie
eines Patienten, um ein Aneurysma der Arteria subclavia zu behandeln. Vier

Jahre spéater hatte sich die Arterie distal der Region der Einengung aufgeweitet.
Poststenotische Aufweitung wird haufig beim Thoracic—Outlet—Syndrom bei
Vorhandensein einer zervikalen Rippe beobachtet. Es wird auch bei der
Aortenisthmusstenose und in anderen GefaRen mit dauerhafter, partieller
Einengung eines Gefalies beobachtet. Gefal3e, die poststenotisch dilatiert sind,
kénnen sich in echte Aneurysmen entwickeln, und die histologische
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Aufarbeitung zeigt eine Fragmentierung der elastischen Lamellen. [144] Fiunf
mechanische Faktoren werden fur poststenotische Dilatation beschrieben. [38]
Diese sind Stase, erhohter Druck, Kavitation, Turbulenzen und angehobene
bzw. fluktuierende Scherkréfte. Eine Bewertung der vertffentlichen Daten zeigt
jedoch, dass nur Turbulenzen und Scherkrafte fur die Entstehung von
poststenotischen Erweiterungen ursachlich sind. [38] Turbulenzen treten vor
allem am Ausgang der Stenose auf und sie sind verbunden mit Vibrationen der
GefalBwand. Experimentelle Analysen zeigen in vitro GefalRaufweitungen bei
einer Applikation von Vibrationen mit 25-30 Hz, wohingegen Frequenzen von
80 bis 1500 Hz keinen Effekt haben. Gefal3e von Patienten unter 44 Jahren
antworten eher auf niedrige Frequenzen, wo hingegen die Gefal3e éalterer
Patienten bei hoheren Frequenzen dilatieren. [123] Dies scheint ein
physikalisches Phdnomen zu sein, da flissigkeitsgefillte Penrose—Drainagen
auch dilatierten, wenn sie einer Frequenz von 90 Hz ausgesetzt wurden.[25]
Die durch Resonanz beeinflussten in vivo Vibrationen [86] verursachten die
poststenotische Aufweitung und letztendlich die Formation eines Aneurysmas.
Ein weiterer moglicher Grund fir poststenotische Aufweitung sind abnorme
Scherkrafte an der GefalRwand verursacht durch den veranderten Blutfluss.
Flussmessungen durch Stenosen zeigten verstarkte Scherkrafte an und
jenseits des Auslasses. [75, 124] Experimentelle Studien zeigten, dass der
Flussstrahl in mehrere Flusslamellen gebrochen wurde und die Scherkrafte
hinter der Stenose mehr als das achtfache gré3er waren. [98] Fluktuierende
Scherkrafte waren fiur die Dilatation von Gefal3en verantwortlich. Eine
vergleichbare Situation betrifft den Fall eines, durch einen atherosklerotisch
Plague eingeengten Gefal3es, bei dem das Kaliber des Gefalles durch die

Grol3e der Scherkrafte des flieRenden Blutes generiert wurde.

27



1.2.6 Allografts und Xenografts

Es existieren Studien, bei denen die infrarenale Aorta zwischen hypertensiven
und normotensiven Ratten transplantiert wurden.[111] Die Durchmesser der
Transplantate wurden mittels Magnetresonanztomographie (MRT) gemessen
und direkte Messungen wurden am Ende der Versuche durchgefihrt.
Kontrolltransplantate behielten ihren urspringlichen Durchmesser und ihre
normale zellulare und histologische Struktur. In hypertensive Ratten
transplantierte Allografts entwickelten eine aneurysmatische Dilatation. Dies
trat nicht bei Allografts von hypertensiven Ratten, die in normotensive Ratten
transplantiert wurden ein. Der endgultige Transplantat-Durchmesser bei
hypertensiven Ratten, die mit antihypertensiven Substanzen behandelt wurden,
war dhnlich dem der unbehandelten hypertensiven Ratten. Alle Transplantate
entwickelten inflammatorische Zellinfiltrate mit Verlust glatter Muskelzellen der
Media. [111] Eine Verstarkung der Antikérper—Antwort beschleunigte die
aneurysmatische Verédnderung bei hypertensiven Ratten, bei normotensiven
Ratten war der Effekt nicht zu beobachten. Es zeigte sich, dass in diesem
Modell die immunologische Antwort wesentlich wichtiger fur die Entstehung von
Aneurysmen war, als eine Hypertonie. [111]

Andere Studien untersuchten die Transplantation von Meerschwein—zu—Ratte—
Xenografts. [2] Dezellularisierte Grafts wurden mit glatten—Muskelzellen aus
Fischer 344 Ratten besiedelt und retroviral mit Ratten—Plasminogen—Aktivator—
Inhibitor—-Gen-1 (PAI-1) oder Kontroll-Vektor ohne Gen transduziert. Dabei
wurden glatte—-muskelzellhaltige Ldsungen hergestellt, indem Aorten
enzymatisch mit Kollagenase Typ |, Elastase, Trypsin—Inhibitor und Serum-—
Albumin behandelt wurden. Diese glatte Muskelzell-Losung wurde mit dem
entsprechenden Gen-tragenden Vektor inkubiert. Die zu transplantierenden
Grafts wurden durch eine Behandlung in einer sodium dodecyl sulfate—Ldsung
(SDS—-L6sung) dezellularisiert und transplantiert. Die transplantierten Grafts
wurden dann Uber einen Polyethylen Katheter mit den gen—tragenden glatte—
Muskelzellen besiedelt. Kontroll-Grafts blieben unbesiedelt. Alle nicht
besiedelten Grafts und 40 % der besiedelten Grafts ohne Gen rupturierten 4 bis
14 Tage nach der Transplantation. Die Transplantate, die nicht rupturierten,
waren aneurysmatisch. Keiner der besiedelten Grafts mit dem PAI-1 Gen
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rupturierte, war aneurysmatisch oder zeigte eine Zerstérung des Elastins. Die
Durchfihrung einer quantitativen Zymography zeigte zudem eine abgesenkte
Matrixmetalloproteinase—9—Aktivitat (MMP) und verminderte 28 kD Caseinase—
Aktivitat.
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1.2.7 Entzindung

Aneurysmen der Arteria carotis communis konnten bei Kaninchen durch
Inkubation mit einer 0,5 M Kalziumchlorid—L6sung ausgeldst werden. [49] Der
Durchmesser der Arterien stieg innerhalb von 21 Tage um 60 % an.
Elektronenmikroskopische  Aufnahmen zeigten fokale Intima—Schaden.
Leukozyten und Plattchen waren adharent an den beschadigten Stellen des
Endothels und der Lamina elastica. Nach 7 Tagen zeigte sich ein Infiltrat der
Media und Adventitia, bestehend aus Polymorphkernigen—Zellen, Lymphozyten
und Monozyten. Nach drei Wochen zeigte die Farbung einen Mangel an Elastin
und die Lamina Elastica Interna konnte nicht aufgefunden werden. Kalzium—
Elastin—-Komplexe, umgeben von massiven entzindlichen Reaktionen, waren
sichtbar. Diese bestanden aus Entzindungszellen, einschliel3lich Plasmazellen
und Riesenzellen. Nach 6 — 12 Wochen beschrénkte sich der entziindliche
Prozess auf die Media. Auch bei Ratten konnten durch Kalziumchlorid
Aneurysmen der infrarenalen Aorta induziert werden. Perivaskulare Applikation
von Kalziumchlorid an der infrarenalen Aorta fuhrte innerhalb einer Woche zur
GefalRwandkalzifikation und Desorganisation der aortalen extrazellularen
Matrix. [12, 74] In anderen Experimenten wurden Aortenaneurysmen durch die
Verbindung der chemotaktischen Wirkung von Baumwolle und mechanischem
Stress induziert. Eine stenosierende Baumwoll-Ligatur wurde Uber der Aorta
zwischen den Nierenarterien angebracht und verursachte Aneurysmen an
dieser Stelle. Aneurysmen konnten nicht im gleichen Ausmald verursacht
werden, wenn die Ligatur nicht stenosierend war, dem Tier antihypertensive
Mittel verabreicht wurden und die Ligatur anstatt aus einem Baumwollfaden aus
einem stenosierendem Nylonfaden bestand. Es wurde darauf geschlossen,
dass die Entwicklung eines Aneurysmas in diesem Modell drei simultane
Bedingungen bendtigte, eine Stenose, Hypertension proximal der Stenose und
eine inflammatorische Reaktion durch den Baumwollfaden. Es ist wichtig zu
bemerken, dass das entziindliche Infiltrat polymorphkernige Zellen, monozytare
Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen beinhaltete. Beim Menschen
kénnen genau diese Zellen in Aneurysmen identifiziert werden. [21, 76, 101,
109]
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1.2.8 Elastase

Das Elastase—Perfusions—Modell wurde erstmalig von Anidjar und Kollegen
beschrieben. [7, 8] Wistar Ratten werden anasthesiert und ein medianer
Bauchschnitt durchgefuhrt. Die Aorta wird aufgesucht und ein Polyethylen—
Katheter in die Femoralarterie eingefihrt und bis in die infrarenale Aorta
vorgeschoben. Eine atraumatische mikrovaskuldre Klemme wird direkt
unterhalb der Abgange der Nierenarterien angebracht und eine Nahtschlinge
oberhalb der Aortenbifurkation angebracht. Dieses ermdglicht ein 1 cm langes
Stick isolierter Aorta. Die isolierte Region des Gefal3es wird mit 2 ml einer
Elastase Losung gefullt und mit 1 ml/h perfundiert. Nach 2 Stunden wird der
Katheter entfernt und das Abdomen verschlossen. Die Perfusion mit einer
Losung, die 15 — 30 Units, dies entspricht 1 — 2 Units nach heutiger Definition,
Pankreas Elastase vom Schwein enthielt, konnte verlasslich Aneurysmen der
infrarenalen Aorta produzieren.

Das Modell entwickelt sich wie folgt: Wahrend der Perfusion wird die
GefalRwand innerhalb 50 Minuten transparent, innerhalb der ersten 30 Minuten
erfahrt sie einen raschen Zuwachs des Durchmessers, nach 60 Minuten kommt
es zu einem kompletten Verlust des elastischen Bindegewebes. [158]

Direkt nach der Perfusion kommt es zu einer ca. 30 %igen Dilatation des
GefalRes mit Zerstorung der elastischen Lamellen. Diese Aufweitung ist jedoch
kein echtes Aneurysma. Innerhalb der nachsten 2 — 5 Tage erfahrt das Gefal}
aneurysmatische Erweiterung, diese erreicht eine bis zu 300 — 400 %ige
Zunahme des Durchmessers. Diese bemerkenswerte Zunahme ist synchron zu
einem Einwandern von Entzindungszellen, zum Teil Makrophagen und T-—
Zellen. Wenn die Infusionslésung keine Elastase sondern die Kombination von
Thioglykolat und Plasmin enthélt, beides unspezifische Stimulantien des
Immunsystems, kommt es ebenfalls zu einer aneurysmatischen Entwicklung,
jedoch ohne den anfanglichen Zuwachs von 30 % direkt nach der
Elastaseperfusion. Die Gefal3erweiterung ist nicht auf die T— Zellen sondern auf
die Makrophagen zurtickzufihren. Makrophagen sezernieren bekannterweise
Elastase, Kollagenase und eine Vielzahl von Zytokinen, diese kdnnen alle zur
Zerstorung des Bindegewebes fiihren. In in vitro Experimenten konnte gezeigt

werden, dass Kollagendegeneration fur die Aneurysmaentstehung notwendig
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ist. [39, 41] Jedoch war in diesem Modell der initiale Faktor die Zerstérung des
Elastins. [39, 41, 151, 152] Ein &hnlicher Mechanismus konnte bei der
Zerstorung des Bindegewebes der Lunge bei der chronisch obstruktiven
Lungen Erkrankung (COPD) aufgezeigt werden. [130]

Es wurden Versuche mit dem Elastindegradationsprodukt Val-Gly—Val-Ala—
Pro—-Gly (VGVAPG) durchgefiihrt, um Aneurysmen zu induzieren. Dieses
Elastindegradationsprodukt I6ste jedoch keine Aneurysmen aus. [93]

Ein interessanter Aspekt dieses Modells ist die Latenz. Sie impliziert, dass
weitere Schritte nach der initialen Verletzung der Gefaldwand durch Elastase
zur vollstandigen  Entwicklung von  Aneurysmen notwendig  sind.
Histochemische Studien wurden durchgefiihrt um die Veranderungen der
Matrixproteine zu untersuchen, und die Substrat—-Gel-Enzymographie wurde
verwendet, um das Auftreten endogener Proteinasen zu bestimmen. Es zeigte
sich, dass die exogen zugeflihrte Elastase am zweiten Tag nach der
Applikation nicht mehr nachweisbar war. Der Zuwachs des Durchmessers der
Aorta bis hin zu einem Aneurysma pausierte bis zum Intervall von Tag 3 bis 6.
In diesem Zeitraum konnten multiple endogene Matrixproteinasen in der Aorta
detektiert werden. [57]

Detaillierte Analysen der Entzindungszellen in diesem Modell zeigten
Proteinasen mit einem molekularen Gewicht von 50 und 90 kD. Pankreatische
Elastase konnte nach Tag 2 nicht mehr gefunden werden. Dies zeigte, dass die
Proteinasen nicht durch das Infusat herangebracht wurden, sondern
Entzindungszellen Proteinasen freisetzen. ED-22+ Zellen konnten an Tag 3
nachgewiesen werden, CD-4+ Zellen an Tag 2 und 3, CD-8+ und CD-5+
Zellen an Tag 3 und 6. LCA+ Zellen und Immunglobulin G (IgG) und IgM waren
an Tag 6 erhont.

Polymorphkernige Zellen traten in der Media und Adventitia auf und wanderten
sowohl von Iluminal als auch von abluminal in die GefalBwand ein.
Weitergehende Studien untersuchten die Rolle der matrixdegenerierenden
Proteinasen. [95] Diese Experimente lokalisierten MMP—-9 und MMP-3 bei
mononuklearen Zellen in der Aneurysmawand. MMP-1 wurde in

Bindegewebszellen der Aneurysmawand gefunden.
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L-Selectin scheint fur die Rekrutierung von Neutrophilen hierbei wichtig zu
sein. Bei Knock—out Mausen waren die durch mit Elastase induzierten
Aneurysmen wesentlich kleiner als bei Wildtyp Mausen. [59]

In Betracht des entziindlichen Prozesses kann man erwarten, dass anti—
inflammatorische Substanzen die Entwicklung eines Aneurysmas eindammen.
Bei dem oben beschriebenem Elastase—Modell konnte gezeigt werden, dass
die Behandlung mit Methylprednisolon oder Cyclosporin, [40] mit einem
monoklonalen anti-CD18-adhéasions—Antikorper [122], Indomethacin
(Cyclooxigenase Inhibitor) [64] und Doxycyclin [113] die Entwicklung von
Aneurysmen verminderten. Alle diese Substanzen, aul3er Doxycyclin, hemmten
die Einwanderung entzindlicher Zellen in die GefaBwand. Doxycyclin wirkte
Uber eine Synthesehemmung der MMPs. MMP—Inhibitoren werden auch bei
der chronischen Arthritis als antiinflammatorische Substanzen eingesetzt. [53,
113]

Das von Anidjar entwickelte Modell ist zur Induktion von abdominellen
Aortenaneurysmen geeignet. Es ist jedoch auch durch negative Aspekte
gekennzeichnet. Dieses Modell weist eine hohe Letalitat der Versuchstiere auf.
[157] Yamaguchi untersuchte die einzelnen Schritte des Anidjar—Modells
hinsichtlich der Letalitat. Hierfir teilte er die Versuchstiere in verschiedene
Gruppen, eine, bei der der Blutfluss der Aorta durch eine atraumatische
Klemme unterbrochen und dann wieder freigegeben wurde, eine, bei der die
Aorta lediglich katheterisiert wurde und jeweils eine mit 30, 60 und 120 min
Elastaseperfusion. Die Letalitat betrug in der Abklemm-Gruppe 0 %, bei der
Katheter—Gruppe 29 %, bei 30 min 0 — 71 %, bei 60 min 14 — 100 % und in der
120 min Gruppe 43 — 100 %.

Einen wesentlichen Einfluss auf die Ausbildung eines Aneurysmas im Anidjar—
Modell besitzt die verwendete Elastase—L6sung. [26] Besonders aufgearbeitete
Elastase—L6sungen mit einem hohen Reinheitsgrad waren weniger gut
geeignet ein Aneurysma auszuldosen als wenig aufgearbeitete Elastase—
Praparationen. Ja nach Lot unterscheiden sich die Elastase—Praparationen in
ihrem Reinheitsgrad. Daher ist die Ausbildung eines Aneurysmas abhangig von

dem verwendeten Elastase Lot.
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1.3. Fragestellung

Bisher wurden mehrere Modelle entwickelt, um bei einem Versuchstier ein
Aortenaneurysma zu induzieren. Hierbei bedient man sich Aspekten der
Ernéahrung, hamodynamischen und atherosklerotischer Faktoren,
Transplantationen und vor allem der Entziindung.

Das von Anidjar entwickelte Elastaseperfusionsmodell induziert abdominelle
Aortenaneurysmen. Dieses Modell entspricht dem Pathomechanismus der
Entstehung eines Aneurysmas beim Menschen in wesentlichen Teilen, es
kommt Zu einer Imbalance zwischen matrixprotektiven und
matrixdestruierenden Proteinen und einer Anreicherung von Entziindungszellen
in der GefalRwand. Es ist jedoch auch durch eine hohe Letalitat des Versuches
und einer schlechten Reproduzierbarkeit gekennzeichnet. [157]

Oskoui induziert bei Versuchstieren Aneurysmen der Arteria femoralis, indem

er das freigelegte Gefald mit einer Elastaselésung von abluminal benetzt. [102]

Diese Arbeit soll klaren, inwiefern die Induktion eines Aortenaneurysmas durch
eine abluminale, also die GefaBwand nicht erdffnende, externe Behandlung,
auf die Aorta Ubertragbar ist, und ob durch die geringere Invasivitat des

Eingriffs die Letalitat gesenkt werden kann.
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2. Material und Methoden:

2.1 Tierexperimenteller Teil

2.1.1 Tiermodell

Fur die vorliegenden Experimente wurden méannliche Sprague Dawley Ratten
(Tierzucht Charles River GmbH, Deutschland) in der Gréf3e von 300 bis 350 g.

verwendet. Die Tiere hatten einen konventionellen Keimstatus.

Die Tierhaltung und Fitterung erfolgte im Tierlabor der Klinik und Poliklinik ftr
Viszeral—- und Gefal3chirurgie der Universitat zu Koln. Alle Tiere wurden dort
wahrend der gesamten préaoperativen und postoperativen Phase gemal den
Anforderungen der Spezies gehalten und gepflegt. Dies wurde in offenen
Systemen auf unbehandeltem Weichholzgranulat in Makrolonkafigen Typ IV
(vier Tiere pro Kafig) erreicht.

Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit lagen bei 21 °C = 2 °C, 60 % + 10 %.
Futterung der Tiere wurde im Futterungsregime ad libitum mit Standarddiat
Altromin™ durchgefuhrt. Das Trinkwasser wurde den Tieren unbehandelt

bereitgestellt und taglich gewechselt.

Ziel des operativen Eingriffs war die Induktion eines infrarenalen Aneurysmas

der Bauchaorta der Ratte.

Die Eingriffe wurden mit mikrochirurgischen Instrumenten N. Mdller, Tierexpr.
Chir. AA760R (Aesculap AG & CO. KG, Deutschland) in mikrochirurgischer
Technik unter dem Operationsmikroskop OPMI6-DF (Carl Zeiss AG,
Deutschland) durchgefthrt.

Vorgenommen wurde der Eingriff im Labor fur experimentelle Gefal3chirurgie
der Klinik und Poliklinik far GefalR3chirurgie (Direktor: Univ. Prof. Dr. med. J. S.

Brunckwall) der Universitat zu Koln.
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2.1.2 Operativer Eingriff

Narkose

Eine Mischung aus 3 ml Ketanest-S™ (Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid
25mg/ml, Parke—Davis GmbH, Deutschland) und 0,5 ml Rompun™ 2 %
(Wirkstoff: Xylazin 20 mg/ml, Bayer AG, Deutschland) wurde hergestellt. 1 bis

1,3 ml dieser L6sung wurde dem zu operierenden Tier intraperitoneal injiziert.

Operationsablauf

Der operative Eingriff wurde von einem Operateur und einem Assistenten in
mikrochirurgischer aseptischer Technik vorgenommen. Das mit der Ketamin™ /
Rompun™ Mischung narkotisierte Tier wurde auf dem Operationstisch in

Ruckenlage fixiert.

Durch einen medianen Hautschnitt und Durchtrennung der Bauchmuskulatur
wurde die Bauchhohle ertffnet. Die Baucheingeweide wurden vorsichtig
verlagert und die Aorta aufgesucht. Durch vorsichtige Praparation wurde die
Aorta im Bereich unterhalb der Nierenarterien bis einschlie3lich der Bifurkation
von der Vena cava getrennt, freigelegt und mobilisiert. Die Abgange der Aa.
testiculares wurden unterbunden. Gegebenenfalls wurden weitere kleinere, von
der Aorta abgehende Aste koaguliert oder ligiert. Die Arteria mesenterica

inferior wurde ebenfalls unterbunden.

Unter den freigelegten, mobilisierten infrarenalen Abschnitt der Aorta wurde
ein 1 x 2 cm groRes Stuck Latex—Handschuh gelegt, um einen Schutz des

periaortalen Gewebes zu erreichen.
Es wurde durch den Einsatz steriler Kompressen proximal und distal des zu

behandelnden Areals eine weitere Verteilung von Elastase im Bauchraum

verhindert.
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Abb. 7: Operationssitus, die Abbildung zeigt die freigelegte Aorta abdominalis eines

Versuchstieres

Es wurde eine Elastaselésung aus 1 mg Elastase (pancreatic from porcine
pancreas, Enzyme Comission Number: 3.4.21.36, 3,5 U/mg, E 6883, Sigma—
Aldrich Chemie GmbH, Deutschland) und 1 ml NaCl Lésung hergestellt. Eine
Unit dieser Elastase hydrolysiert 1 pmol N-Succinyl-L-Ala—Ala—Ala—p—
nitroanillid pro Minute bei 25 °C und pH 8.0. Ein Milliliter dieser Losung enthalt
3,5 Units.

Die Elastase Losung wurde mit einem feinen Pinsel auf die Aorta aufgetragen,
sodass sich ein Film der Losung auf dem gesamten Abschnitt an allen Stellen
befand. Nach 90 Sekunden wurde der Vorgang wiederholt. Insgesamt wurde
die Aorta solange mit der Elastaseldsung benetzt, bis sich eine beginnende
Aufweitung des GefaRes zeigte und die Gefallwand eine beginnende

Permeabilitat fur Blut aufwies. Dies war der Zeitpunkt, an dem die Elastase—
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Einwirkung beendet wurde. Es wurde anschlieBend die Peritonealhéhle
gespult, um Reste der Elastaseldsung zu extrahieren.

Der Latexschutz wurde entfernt, die Aorta mit Peritoneum bedeckt, der Darm
reponiert und darauf folgte ein schichtweiser Wundverschluss mit einem 4-0

Ethilon Faden durch eine fortlaufende Naht.

Infektionen und Wundheilungsstérungen traten nicht auf. Antibiotika und
Antikoagulantien konnten die Entwicklung eines Aneurysmas unkontrolliert

beeinflussen, aus diesem Grund wurde auf sie in dieser Studie verzichtet.

2.2 Gruppeneinteilung

Die Versuchstiere wurden in Gruppen mit 30 Tagen und 14 Tagen

Uberlebenszeit und eine Kontrollgruppe ohne Elastasebehandlung eingeteilt.

30 Tage:n=6
14 Tage:n=6

Kontrolle: n =6
Um den direkten Einfluss der Elastase auf die GefalRwand zu visualisieren

wurde ein weiteres Tier direkt nach der Elastasebehandlung getétet und

histologisch untersucht.
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2.3 Materialgewinnung

2.3.1 2. Operativer Eingriff

Der zweite operative Eingriff diente dazu, die induzierten Aneurysmen zu

entnehmen. Dabei wurden die Tiere getotet.

In der Zeit vom Beginn des Eingriffs bis zur Tétung befanden sich die Tiere in
Vollnarkose, wodurch die vollstandige Schmerzlosigkeit des Eingriffes und der
Totung gewahrleistet wurde.

Fur die Narkose wurde wie beim Ersteingriff die Mischung aus 3 ml Ketanest—
S™ (Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid 25 mg/ml) und 0,5 ml Rompun™
(Wirkstoff: Xylazin 20 mg/ml) hergestellt. 1 bis 1,3 ml dieser Lésung wurde den
zu operierenden Tieren intraperitoneal verabreicht.

Uber einen medialen Bauchschnitt wurde die Bauchhohle eréffnet. Der Darm
wurde verlagert und die Aorta freigelegt. Nach inspektorischer Kontrolle des
Aneurysmas wurde der Thorax eroffnet. Die thorakale Aorta wurde aufgesucht
und mit einer rosa Venenverweilkanlle wurde diese punktiert, und die
Venenverweilkantle eingefiihrt. Eine 500 ml NaCl-Infusionsflasche wurde in
einer Druckmanschette befestigt und auf einen Druck von 180 mmHg
aufgepumpt. Die Infusionsleitung wurde an die Venenverweilkanile
angeschlossen und die Infusion gestartet. Im gleichen Moment wurde die
rechte Nierenvene durchtrennt um den Blutaustritt aus dem Kreislaufsystem
des Tieres zu ermdglichen und dadurch der effiziente Ersatz des Blutes
isotonische Kochsalzldsung erreicht.

Als Erfolgskriterium fir die erfolgreich durchgefiuhrte Perfusion galt die
Abblassung der Leber, der Extremitaten und der austretenden Flissigkeit. Die
Perfusion mit Kochsalzldsung wurde gestoppt. Die Druckmanschette wurde
entliiftet, die Infusionsflasche mit Kochsalzlésung entfernt und gegen eine
Infusionsflache, gefillt mit 10 % gepuffertem Formalin, ausgetauscht und die
Manschette erneut auf 180 mmHg aufgepumpt. Die Infusionsleitung wurde an
die Venenverweilkanile angeschlossen und die Perfusion mit Formalin
gestartet. Der Druck der Manschette wurde standig kontrolliert und auf 180

mmHg gehalten. Nach 5 Minuten wurde die Aorta distal des Aneurysmas
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durchtrennt und die Formalinperfusion so lange weitergefihrt, bis der gesamte
Inhalt der Infusionsflasche (500 ml) perfundiert wurde.

Das Aneurysma wurde unter mikroskopischer Sicht entnommen. Diese Proben
wurden nun fiar 24 Stunden in 10 % gepuffertem Formalin belassen. Danach
wurden sie im Institut fur Pathologie zunachst automatisch entwassert und
paraffinisiert (Sakura, Tissue—Tek—VIP) und dann auf einem Schlittenmikrotom
(Leica, SM 2000R), nach Einweisung und unter Aufsicht der Mitarbeiter des
Instituts fur Pathologie der Universitat zu Koln (Direktor: Univ. Prof. Dr. med. P.
H. Dienes) geschnitten, und auf Objekttrager aufgezogen. Dabei wurden die
tiefgefrorenen Paraffinblocke im Mikrotom eingespannt und mit einer
Schichtdicke von 2 um geschnitten. Die Schnitte wurden zunachst in eine
Schale mit kaltem Wasser befordert, auf einen Objekttrager gezogen und
anschlieBend zum Strecken in ein 49 °C warmes Wasserbad uberfiihrt. Die
fertigen Schnittpréaparate wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet

und standen nun fir die weitere Bearbeitung bereit.
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2.4 Farbungen

Zur Histologischen und morphometrischen Aufarbeitung der Proben wurden die
Praparate in Hamatoxylin—Eosin und in der Elastica van Gieson Farbung
gefarbt. Es wurde zunéchst eine Hamatoxylin—Eosin—Féarbung (H & E) an den
angefertigten Schnitten vorgenommen. Diese Farbungen wurden automatisch
in einem Farbeautomat hergestellt (BioGenex, Autostainer i6000). Die Farbung
setzte sich aus folgenden Schritten zusammen:

Die Schnitte wurden 5 min. in der Hamatoxylin—L6sung gefarbt, anschliel3end
10 min in flieRendem Wasser ausgewaschen. Es folgte die Farbung in Eosin—
Losung fuar 5 min., anschlie@end wurden die Schnitte direkt in einer
aufsteigenden alkoholischen Reihe differenziert: zunachst in 70 %iger, dann in
96 %iger, und zum Schluss in 100 %iger Alkoholldsung gewaschen.

Zellkerne werden in dieser Farbung blau und die inter— und intrazellularen

Komponenten rot dargestellt.

Zur besseren Darstellung der elastischen Fasern wurde eine spezielle Farbung
der Schnitte nach van Gieson verwendet. Die Farbung setzte sich aus
folgenden Arbeitsschritten zusammen:

Die Schnitte wurden far 20 min. in eine Resorcinfuchsin—Farbelésung
Ubertragen, anschlieBend 1 min. lang in flieBendem Wasser und in Aqua
destillata ausgewaschen. Es folgte eine Differenzierung in HCI-Alkohol-Losung
mit anschlieRender Spulung in flieRendem Wasser. 10 min. wurden die Schnitte
in der Weigertschen Losung gefarbt (Weigertscher Eisenhamatoxylin),
anschlieBend erneut in flieBRendem Wasser ausgewaschen. Es folgte die
Farbung in van Gieson—Farbelosung (7,5 ml in einer 1 %igen wassrigen
Thiazinrotlésung wurden zu 100 ml gesattigter wassriger Pikrinsaurelésung
gemischt) fur maximal 3 min., anschlielend folgte die Abspilung in Aqua
destillata. In 96 %igem Alkohol wurden das Differenzieren der Elastinfarbung
und das Auswaschen der Pikrinsaure erreicht. Am Schluss wurden die Schnitte
mit Xylol gewaschen. Beim Eindecken der Praparate wurde eine Pertex—
Losung verwendet.

In dieser Farbung stellen sich elastische Fasern schwarz und Kollagen rot dar.
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Immunhistochemie

Die ABC-Methode (Avidin—Biotin—Complex) ist eine etablierte
immunhistochemische, indirekte Methode zum Nachweis von zellularen
Antigenen, die sich die hohe Affinitat von Avidin zu Biotin zunutze macht.

Das gentechnisch hergestellte und reinere Korrelat zum Avidin, ein
Glycoprotein mit vier Bindungsstellen fir Biotin, stellt das Streptavidin dar. [18]
Fur die ABC-Methode verwendet man nach einem Priméarantikdrper; der
spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen gerichtet ist, einen Sekundéar—
oder Bruckenantikdrper, der mit Biotin markiert ist. Er ist meist gegen den Fc—
Terminus (fragment crystalizing = nicht antigenbindender Teil des Antikdrpers)
des Primarantikorpers  gerichtet. An die  Biotinkomponente des
Sekundarantikorpers bindet nun der ABC-Komplex (enzymmarkierter
Streptavidin—Biotin—Complex). Dieser Komplex kann an drei von vier
Bindungsstellen Biotin binden und ist entweder mit alkalischer Phosphatase
oder wie in diesem Fall mit Horseradish—Peroxidase markiert. Das Enzym setzt
ein Chromogen um, wodurch das Antigen sichtbar gemacht wird. Der
Horseradish—Peroxidase (HRP) wird Wasserstoffperoxid als Substrat
angeboten. Die frei werdenden Protonen oxidieren das vorher fast farblose
Chromogen zu seinem farbigen Endprodukt unter Bildung von Wasser. Wird
das Chromogen 3,3 Diaminobenzidin umgesetzt wird ein braunes Endprodukt

gebildet und somit fur die Lichtmikroskopie sichtbar gemacht. [81, 125]

Reihenfolge der Reagenzien:
Unkonjugierter  Primarantikbérper +  biotinmarkierter (=  biotynilierter)

Sekundéarantikdrper + Avidin— Biotin— Enzymkonjugat + Substrat/ Chromogen
-> Farbniederschlag
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X f— Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

—Dbiotynilierter Sekundarantikérper

« Primarantikérper
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Abb. 8: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Darstellung mit der Streptavidin—
Biotin—Methode

Diese immunhistologische Methode ist aufgrund der hohen Affinitat des
Streptavidins zum Biotins sensitiver als die meisten anderen indirekten
Nachweismethoden [4 — 8—fach starker als bei der PAP— (Peroxidase—anti—
Peroxidase—Methode) und APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase—Anti
Alkalische Phosphatase—Methode)]. [18, 81, 125]

Zur ldentifizierung von Makrophagen wird ein Antikbrper gegen CD 68
verwendet. Dieses Antigen ist Bestandteil eines fur Makrophagen, Kupferzellen
und Langerhanszellen charakteristischen  Glykoproteins mit  einem
Molekulargewicht von ca. 110 kD. Die Expression dieses Molekuls erfolgt

Uberwiegend intrazytoplasmatisch. [115, 116, 126]

T— Lymphozyten lassen sich mit einem héchst spezifischen Antikérper gegen
den intrazytoplasmatischen Anteil des CD 3 Antigens nachweisen. Dieses
Protein besteht aus funf Polypeptidketten (gamma, delta, epsilon, zeta und eta)
mit einem Molekulargewicht zwischen 16 kD und 28 kD. [44]
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B-Lymphozyten lassen sich mit einem Antikorper, der gegen CD 20 gerichtet

ist nachweisen. [44]

Um in dieser Versuchsreihe gezielt Entziindungszellen nachzuweisen wurde
mit dem Autostainer i6000 (Bio Genex) eine immunhistochemische Farbung
durchgefuhrt.

Die verwendeten Primarantikorper richten sich gegen CD 68 (Dako; clone PG—
M1; Art.—nr. M0876; dilution 1:400), CD 3 (NovoCastra; clone PS1; NCL-L-
CD3PS1,; dilution 1:100) und CD 20 (Dako; L26; M0755; dilution 1:5000). Dabei
werden durch CD 68 Makrophagen, durch CD 3 T-Lymphozyten und durch CD
20 gezielt B-Lymphozyten angeféarbt.

Arbeitsschritte:

— Entparaffinisieren der Schnitte in vorgewarmten (37 °C) Xylol

— absteigende Alkoholreihe

— Waschen mit Aqua destillata

— Die CD 68 und CD 3 Farbung bendtigen eine Vorbehandlung.

Dabei werden sie in vorgewarmten Citrat—Puffer (pH 6,5) fur 25 Minuten bei

95 °C im Dampfgarer behandelt. Danach werden diese in einem kalten

Wasserbad fur 10 Minuten abgekdhlt.

— Die CD 20 Farbung bendétigt keine Vorbehandlung.

— Waschen mit einem Waschpuffer (Fa. DCS Lab Life).

— Inkubation mit dem Primarantikorper, je nach Farbung CD 68,CD 3 oder CD

20
— Inkubation mit dem biotinylierten Sekund&rantikorper fur 10 Minuten
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— Waschen mit Streptavidin (Zytomed, Art.—Nr. HRP 500; Biotinylated Second
ab, polyvalent/Sreptavidin~HRP—Konjugated).

— Inkubation fir 5 Minuten mit 3,3—Diaminobenzidin (Zytomed, Art.—Nr—
DAB530; DAB Substratepuffer + DAB Chromogen).

— Gegenfarben mit Hamatoxilin Losung
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2.5 Morphometrie

Die digitalen Aufnahmen der Praparate erfolgte mit Hilfe des Lichtmikroskopes
Leitz Aristoplan (Typ: 020-503.030 512854/128314; Wild Lights GmbH) mit
einer integrierten digitalen Kamera (Hitachi; HV-C20AMP3CCD: Hitachi
Kokusai Electrica Inc. Japan). Bild— und Datenverarbeitung inklusive der
morphometrischen Qualifizierung wurden mit dem Programm DISKUS (Fa. Carl
H. Hilgers; Ver. 4.3.0.670#211, 16.03.2005) durchgeflnhrt.

Es wurden digitale Bildaufnahmen der einzelnen Praparate in unterschiedlichen

VergrolRerungen (mit Objektiven 4x, 25x und 40x) erstellt.

Mit einem 4x—Objektiv wurden die Préparate der abdominellen und thorakalen
Aorta so eingestellt, dass sich das Gefal3lumen ganzlich darstellte. Mit Hilfe des
Bildverarbeitungsprogramms DISKUS wurden die Umfange der einzelnen
Praparate gemessen. Um einheitliche Bedingungen zu gewahrleisten wurde die
Lamina elastica interna als Orientierung gewabhilt.

Mit dem Bildverarbeitungsprogramm DISKUS konnte so die Lange der Lamina

elastica interna gemessen werden.

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten aus dieser Studie erfolgte mit dem
Stengel-Blatt—-Diagramm und Mann-Whitney—U-Test mit dem Programm
SPSS 14.0 (Vers. 14.0.1).
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3. Ergebnisse

3.1. Histologie

Lumen . .
Lamina elastica interna
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Abb. 9: Mikroskopisches Bild eines Kontrolltieres, links HE—, rechts EvG—Farbung,

regelrechter Aufbau der Gefaldwand, gut abgrenzbare Lamina elastica interna und

externa, normale Zelldichte der Media, lockeres Gewebe der Adventitia

Abbildung 9 zeigt den histologischen Aufbau der abdominellen Aorta eines
Tieres der Kontrollgruppe. Die Wandstruktur ist regelrecht. Es handelt sich um
eine normale, gesunde GefalRwand mit zahlreichen Myozyten und deutlich zu

erkennenden elastischen Fasern.
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Kontrolle

Abb. 10: Ubersichtsaufnahmen von Kontrolltier (a), direkt getétet (b) und 14 d nach

Elastasebehandlung (c), gleiche VergréRerung

Abbildung 10 zeigt Ubersichtsaufnahmen der abdominellen Aorta von Tieren
aus der Kontrollgruppe (a), direkt getdtet nach Elastaseapplikation (b) und 14
Tage nach Elastasebehandlung (c). Aufféallig ist der enorme Zuwachs des
Durchmessers und des Umfanges des GefaBes 14 Tage nach
Elastaseapplikation. Bereits direkt nach Elastasebehandlung ist das Gefal
vergréRert und die Wand verdinnt.
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Abb. 11: Mikroskopisches Bild, Tier direkt nach Elastasebehandlung getdtet, HE— (links) und
EvG (rechts) Farbung, gleiche Vergrof3erung, gut erkennbare beginnende
Matrixdestruktion und Desorganisation der elastischen Lamellen

Abbildung 11 zeigt Detailaufnahmen des Tieres, welches direkt nach
Elastasebehandlung gettet wurde. In der Ubersichtsaufnahme ist eine
Verdinnung der GefalBwand aufféllig. Man erkennt hier auch eine Zerstérung
der Wandstrukturen der kleinen muskularen Arterien. In der EvG—Farbung fallt
eine segmentale Zerstérung der elastischen Fasern, vor allem im Bereich der
Ausdiunnung der Gefalwand, auf. Es kommt =zu einer partiellen

Matrixzerstorung.

Abb. 12: Detailaufnahme, 14 d nach Elastase, HE— (links) und EvG—Farbung (rechts)

Massive Matrixdestruktion mit hoher Zellzahl und grof3er Media
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Abbildung 12 zeigt Detailaufnahmen von Tieren aus der Elastasegruppe
welche nach 14 Tagen getotet wurden. Man erkennt eine deutliche
Ummodellierung der Gefallwandmatrix. Die Gefalwanddicke ist grof3er als die
der Kontrolltiere. Es zeigt sich eine deutliche Reduzierung der Wanddicke der
elastischen Fasern. Die elastischen Fasern sind fragmentiert, desorganisiert
und zum Teil fehlen sie vollkommen. Es zeigt sich eine diffuse
Vernarbungsreaktion mit einer Zunahme des fibrotischen Bindegewebes,
welches die Verdickung der Gefallwand bedingt. Abschnittsweise erkennt man
eine Verdickung der Media mit mesenchymaler Proliferation. In den Schnitten
erkennt man Hohlrdume in der GefalRwand welche far
Mucopolysaccharidablagerungen sprechen, die durch die Fixierung und die
Farbevorgédnge herausgelost sind. Ein Tier zeigte auch Einblutungen in die
GefalBwand bis in die Adventitia auf, welche sich als lokale Dissektion der Aorta
deuten lasst (nicht abgebildet).

Lumen

Lamina elasticalinterna

Lamina elastica extern
;*3 > A : 379 N

RN e A s T B S
Abb. 13: Vergleich Aorta, Kontrolle (links) und 30 d nach Elastasebehandlung (rechts),

Verlust der typischen Struktur der GefaRwand und der elastischen Lamellen,
Zunahme der Mediadicke
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Abbildung 13 zeigt Detailaufnahmen von Kontrolltieren und Tieren aus der
Elastasegruppe mit 30 Tagen Uberlebenszeit. Im Vergleich zur Kontroligruppe
sind in der Elastasegruppe mit 30 Tagen Uberlebenszeit elastische Fasern nur
minimal, dann aber fragmentiert und desorganisiert nachweisbar. Eine
deutliche Zunahme der Wandstarke aufgrund einer mesenchymalen

Proliferation ist erkennbar. Morphologisch handelt es sich hierbei um

myofibroblastische Zellen.

Kontrolle
Abb. 14: Vergleich Umfang abdominelle Aorta (Kontrolle, links) mit Elastase (30 d)

Massive UmfangsvergréRerung der mit Elastase—behandelten Aorta mit Destruktion
der Media

Abbildung 14 verdeutlicht die Differenz des Umfanges der abdominellen Aorta
von Kontrolltieren und Tieren die mit Elastase behandelt wurden mit einem
Uberleben von 30 Tagen. Auch hier verdeutlicht sich die Zunahme der
Wanddicke und die Destruktion des regelrechten Wandaufbaus.
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elastica interna\

direkt nach Elastase 14 d

Abb. 15: Vergleich zwischen Aorta direkt nach (links) und 14 d nach Elastase (rechts)

Zunahme der GefaBwanddicke und Verlust der elastischen Lamellen

Abbildung 15 zeigt die Veradnderungen der Gefallwand direkt nach der
Elastasebehandlung und nach Elastasebehandlung mit einer Uberlebenszeit
von 14 Tagen. Es zeigt sich eine Verdickung der GefaRwand der Aorta 14 Tage
nach Elastasebehandlung im Vergleich zur Aorta direkt nach

Elastasebehandlung.

CD3 CD 20 CD 68

luminal

* abluminal

Abb. 16: Immunhistochemische Farbung der Aorta eines Tieres aus der Elastase 14 d Gruppe.
gleicher GefalRabschnitt,, gleiche Vergré3erung, CD 3, CD 20, CD 68— Farbung
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Abbildung 16 zeigt einen Abschnitt der Aorta eines Tieres aus der
Elastasegruppe mit 14 Tagen Uberlebenszeit. Die Spezialfarbungen zeigen, ein
entzundliches Infiltrat, welches die Gefaliwand von abluminal durchwandert.
Bei diesen Farbungen werden spezifisch CD 3—, CD 20— und CD 68—positive
Zellen angefarbt. Es zeigt sich, dass in diesem Abschnitt das Infiltrat
hauptsachlich aus T-Lymphozyten und Makrophagen, also CD 3— und CD 68—
positive Zellen, besteht. B-Lymphozyten sind nur vereinzelt nachzuweisen.

CD3 CD 20 CD 68

Abb. 17: Immunhistochemische Darstellung der GefaBwand Elastasegruppe 14 d, gleicher
GefalRabschnitt, gleiche VergrdfRerung, CD 3, CD 20, CD 68 Farbung
Abbildung 17 zeigt einen Ausschnitt aus der Aorta eines Tieres aus der

Elastasegruppe mit 14 Tagen Uberlebenszeit. Es zeigen sich entziindliche
Zellen, welche CD 3 und CD 68 positiv sind, in der GefalRwand, bei denen es

sich um T— Lymphozyten und Makrophagen handelt.
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Lumen

. -

Abb. 19: Immunhistochemische Detailansicht, Aorta, Elastasegruppe 14 d, CD 3 Farbung
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Abbildung 18 und Abbildung 19 zeigen Detailansichten einer Aorta eines Tieres
aus der Elastasegruppe mit 14 Tagen Uberlebenszeit in einer CD 3 Farbung.
Es zeigt sich hier ein dichtes entzindliches Infiltrat der Gefallwand, welches
diese von abluminal durchwandert. Die regulare Anordnung der Fibroblasten
lasst sich nur in den innersten Schichten der Media erkennen, je weiter die
Zellen vom Lumen entfernt sind, desto unorganisierter wird der Zellverband der
Mesenchymzellen.

: I.&“om. \“&Qm - 4' 5 ,‘L. -é"‘ ,..\Q.". _‘; ‘l‘l\

Abb. 20: Immunhistochemische Detailansicht CD 68, Aorta, Elastasegruppe 14 d

Abbildung 20 zeigt eine Detailaufnahme einer Aorta eines Tieres aus der
Elastasegruppe mit 14 Tagen Uberlebenszeit in einer CD 68 Farbung. Auch
hier zeigt sich, dass die Makrophagen sich von abluminal nach luminal
bewegen. Die Organisation der Gefaldwand ist abluminal bereits aufgehoben,
luminal findet sich eine noch erkennbare Organisation der Fibroblasten, diese

ist im Vergleich zur unbehandelten Aorta jedoch unruhiger und unregelmaRiger.
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In allen immunhistochemisch—untersuchten Proben der Tiere, welche mit
Elastase perfundiert wurden und einen Uberlebenszeitraum von 14 und 30
Tagen hatten, liel3en sich Entziindungszellen nachweisen. In Kontrolltieren liel3

sich kein entziindliches Infiltrat nachweisen.

In der Gruppe 30 Tage nach Elastasebehandlung fanden sich die gleichen
Veranderungen wie in der Gruppe 14 Tage nach Elastasebehandlung. Auch
hier hat eine Ummodellierung der GefaRwandmatrix stattgefunden. Elastische
Fasern waren, wenn uberhaupt, fragmentiert und desorganisiert darstellbar.
Die diffuse Fibrosierung hatte das gleiche Ausmall wie nach 14 Tagen.
Zwischen den Gruppen 14 Tage und 30 Tage nach Elastasebehandlung fand

sich somit kein histologischer Unterschied.

Die Inkubation der Aorta mit Elastaseldsung fuhrte zuverlassig zur Ausbildung
von Aortenaneurysmen. Besonders eindricklich zeigte sich der Effekt der
Elastase auf die Media der GefalRwand.

Die typische Anordnung der elastischen Fasern in der Media der Gefaldwand
war vollkommen zerstort und elastische Lamellen konnten kaum oder nur stark
fragmentiert und desorganisiert dargestellt werden.

Es zeigten sich segmentale Ausdiunnungen der GefalBwand aber auch
segmentale Verdickungen der Gefalwand.

Ein  entzindliches Infiltrat der GefaBwand wurde durch die
immunhistochemischen Spezialfarbungen dargestellt. Hierbei handelt es sich
hauptséchlich um CD 3- und CD 68—positive Zellen, vereinzelt konnten auch

CD 20—positive Zellen nachgewiesen werden.
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3.2 Morphometrie:

Die gemessenen Umfange der gewonnenen Aortenproben, wurden mittels
einer digitalen, morphometrischen Analyse untersucht. Die statistische Analyse
wurde mit Hilfe des Programmes SPSS (Vers. 14.0.1) durchgefinhrt.

Zunachst werden die Kontrollgruppe und die Elastasegruppen anhand einer
deskriptiven Analyse miteinander verglichen. In den Elastasegruppen werden
Tiere mit einer Uberlebenszeit von 14 Tagen mit Tieren mit einer

Uberlebenszeit von 30 Tagen verglichen.

Umfang (mm) Kontrolle Elastase 14 d Elastase 30 d
Mittelwert 2,95 5,03 5,23
Minimum 2,69 4,22 3,97
Maximum 3,27 6,09 6,89
Spannweite 0,58 1,87 2,92
Median 2,92 4,96 4,84
95 % Konfidenzintervall

Untergrenze 2,73 4,26 4,03

Obergrenze 3,18 5,80 6,44
Standardabweichung 0,22 0,73 1,15
Varianz 0,05 0,54 1,31

Tab. 2: Deskriptive Datenanalyse Kontrolle und Elastasebehandlung nach 14 d und 30 d

In Tabelle 2 sind die statistischen MalRzahlen der einzelnen Gruppen

dargestellt. Die Abbildung 21 zeigt die dazugehdrigen Box— Plots.
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Abb. 21: Box—Plots der Gruppen, ohne Behandlung (Kontrolle) und mit Elastasebehandlung
nach 14 und 30 Tagen.

Die Mittelwerte unterscheiden sich in den beiden Elastasegruppen nur gering.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist jedoch ein Unterschied feststellbar. Mit einer
Standardabweichung von 1,15 variieren die die Werte in der Elastasegruppe
mit einer Uberlebenszeit von 30 Tagen starker als in der Elastasegruppe mit 14
Tagen Uberlebenszeit. In der Kontrollgruppe ist die Standardabweichung am
geringsten.

In Abbildung 22 sind die Mittelwerte der einzelnen Gruppen und deren 95 %

Konfidenzintervall dargestellt.
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Abb. 22: Mittelwert der einzelnen Gruppen mit 95 % Konfidenzintervall

Mit einem Mann-Whitney—U-Test wurde Uberprift, ob es einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der 14 Tage und der 30 Tage Gruppe gibt.
In diesem Test zeigt sich, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen

der Gruppe mit einer Uberlebenszeit von 14 Tagen und der mit 30 Tagen zu

einem 5 % Niveau gibt (p=0,82).

Da die Elastasegruppen sich statistisch nicht unterscheiden, kann man diese

beiden Gruppen zu einer Gruppe zusammenfassen und mit der Kontrollgruppe

vergleichen.
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Umfang (mm) Kontrolle Elastasebehandlung

Mittelwert 2,95 5,13
Minimum 2,69 3,97
Maximum 3,27 6,89
Spannweite 0,58 2,92
Median 2,92 4,84
95 % Konfidenzintervall

Untergrenze 2,73 4,54

Obergrenze 3,18 5,72
Standardabweichung 0,22 0,93
Varianz 0,05 0,85

Tab. 3: Statistische Maf3zahlen der Kontrollgruppe und der Elastasebehandlungsgruppe

Tabelle 3 zeigt die statistischen Maf3zahlen der Kontrollgruppe und der Gruppe
mit Elastasebehandlung. Abbildung 23 zeigt die dazugehorigen Box—Plots

dieser beiden Gruppen.

6,000

Umfang (mm)

4,000 4

&z

T T
Kontrolle Elastasebehandlung

2,000

Behandlung

Abb. 23: Box—Plots der Kontrollgruppe und der Gruppe mit Elastasebehandlung
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Der Mittelwert der mit Elastase behandelten Tiere unterscheidet sich deutlich
im Vergleich zu dem der Kontrollgruppe. Die Spannweite der Werte ist bei der
Elastasegruppe wesentlich groRer als bei der Kontrollgruppe. Mit einer
Standardabweichung von 0,93 variieren die Werte der Elastasegruppe starker

als die der Kontrollgruppe.
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Abb. 24: Mittelwert der Kontrollgruppe und der Gruppe mit Elastasebehandlung mit
95 %—Konfidenzintervall

Mit dem Mann-Whitney—-U-Test wurde geprift, ob es einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe mit Elastasebehandlung und
der Kontrollgruppe ohne Behandlung gibt. Dieser Test zeigt, dass es einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen zum 5 %
Niveau gibt (p=0,002).

Die Aortenumfange der Tiere nach Elastase sind somit signifikant groRer als

die Aortenumfange der Kontrolltiere.
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4. Diskussion

In der vorliegenden in—vivo Studie sollten zuverlassig Aneurysmen produziert
und die Frage geklart werden, ob die abgeénderte Applikationsweise und —
dauer eine geringere Letalitdt der Versuchstiere im Vergleich zum Anidjar—
Modell aufweist. Im Anidjar—Modell wird die Elastase durch einen
intraluminalen Katheter appliziert. In dieser Studie wird die Elastase—Ldsung

von abluminal auf die Gefaldwand aufgetragen.

Diese Studie zeigt, dass die gezielte extraluminale Applikation einer
Elastaselésung mit 3,5 U / ml auf Bauchaorten von Ratten statistisch signifikant
GefalRwandaufweitungen induziert, verglichen mit der unbehandelten
GefaBwand der Tiere der Kontrollgruppe. Durch die Behandlung der
GefalRwand mit Elastase von extraluminal mit Hilfe eines Pinsels treten nach 14
Tagen alle typischen Veradnderungen eines Aneurysmas auf. Es kommt zu
einer makroskopischen Dilatation der GefalRwand. Mikroskopisch zeigt sich
eine ausgepragte GefalBwandveranderung mit Zerstérung und fast volligem
Verlust der elastischen Fasern. Die noch darstellbaren elastischen Fasern sind
fragmentiert und desorganisiert. Ein entzindliches Infiltrat der GefalRwand ist
nachweisbar, bestehend aus vorwiegend CD 3- und CD 68-positiven und
vereinzelt nachweisbaren CD 20-—positiven Zellen. Es treten reaktive
Veranderungen der GefaBwand auf, wie eine diffuse Fibrosierung, als
Ausdruck einer Vernarbungsreaktion, mit einer Zunahme der Anzahl der
mesenchymalen  Zellpopulation. Die extraluminale Applikation einer

Elastasel6sung (3,5 U / ml) 16st bei der Ratte ein Bauchaortenaneurysma aus.

Aortenaneurysmen stellen eine haufige GefaRerkrankung dar, deren
Pathomechanismus noch nicht eindeutig geklart ist. Bisher sind die
Therapieansatze zur Behandlung von Patienten mit BAA eher symptomatisch,
indem das Aneurysma entweder operativ entfernt oder endovaskular mit einer
Prothese uberbrickt wird, anstatt an den Ursachen der Erkrankung
anzugreifen. Aktuelle pathophysiologische Konzepte zur Entstehung von
abdominellen Aortenaneurysmen wurden durch die Untersuchung von

humanem Aortengewebe und einer eng begrenzten Anzahl an Tiermodellen
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gewonnen. Diese Studien haben aufgezeigt, dass die proteolytische
Degradation von Elastin und die inflammatorische Antwort kritische Ereignisse
in der Entstehung von Aortenaneurysmen darstellen. Daher ist es fur die
Zukunft &auRRerst wichtig, sich eines einfachen, gut funktionierenden,
reproduzierbaren Modelles zur Induktion von Aortenaneurysmen bedienen zu
kénnen. Einige der bisherigen Modelle liefern reproduzierbar BAA.

In anderen Modellen lassen sich Aneurysmen nur in einer geringen Frequenz
induzieren. Sie sind somit nicht geeignet um mdgliche Therapiemoglichkeiten
an ihnen zu testen. Zu diesen ist das Modell von Zarins et al. zu z&hlen,
welches sich der Ernahrung bedienen, sie erzielten nur in 13 % der
Versuchstiere ein Aneurysma. [163]

Das Modell der blotchy—Maus [68] zeigt die Wichtigkeit der Integritat des
kollagenen und elastischen Bindegewebes zur normalen Funktion der
AortengefalRwand. Ist diese Integritat gestort, in diesem Fall aufgrund der
Funktionsstérung des Enzyms Lysyl-Oxidase, bilden sich Aneurysmen der
GefalBwande. Beim Menschen konnte die Entstehung von BAA jedoch nicht auf
einen gestorten Kupfermetabolismus zuriickgefihrt werden.

Das Modell von Zatina und Kollegen zielt auf eine mechanische Zerstdérung
eines Teils der elastischen Lamellen der GefaBwand. Reduziert man durch
Quetschen der Aorta die Anzahl der elastischen Lamellen um die Haélfte,
entwickelt sich ein Aneurysma. Dieses Modell nutzt die Reduktion der Anzahl
der elastischen Fasern, ahnlich wie es bei dem Modell von Dobrin und Anidjar
der Fall ist. [165]

Die Datenlage zu den Modellen, die sich einer Vibrationsquelle zur Induktion
eines Aneurysmas bedienen, ist uneinheitlich. [51, 86]

Petersen und Kollegen zeigten mit ihrem Versuch, in dem sie die infrarenalen
Aorten von hypertensiven und normotensiven Ratten transplantierten, dass die
immunologische Antwort eine wesentlich grol3ere Bedeutung far die
Entstehung von Aneurysmen hat, als eine Hypertonie. [111]

Basalyga und Kollegen losten durch Kalziumchlorid Gefallwandkalzifikationen
und Desorganisation der aortalen extrazellularen Matrix aus. [12] Karapolat und
Kollegen untersuchten mit dieser Methode den Einfluss von Indometacin auf
die Entwicklung eines Aneurysmas. [74] Das Ausmal} des entstandenen

Aneurysmas war in der mit Indometacin—behandelten Gruppe kleiner als in der
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Kontrollgruppe mit Kalziumchlorid—-Behandlung aber ohne orale Indometacin—
Gabe.

Fur die Erprobung eines neuen Medikamentes oder einer neuen Therapie ist es
notwendig, dass die Frequenz der Induktion eines Aneurysmas hoch ist. Wie es
beim Modell von Anidjar et al. der Fall ist. Dieses Modell besitzt jedoch zwei
grol3e negative Aspekte. Zum einen ist es durch eine hohe Letalitat
gekennzeichnet, bedingt durch die Invasivitat des Eingriffes. Des Weiteren ist
die Ausbildung eines Aneurysmas stark von der verwendeten Elastasel6sung
abhangig. Die hohe Letalitat beruht aufgrund des aul3erst invasiven operativen
Vorgehens. Die Kanilierung der Aorta fur die Elastaseperfusion stellt einen
wichtigen, die Letalitat negativ beeinflussenden Faktor dar, den man
ausschalten kann, indem man die Elastase mit einem feinen Pinsel von
extraluminal auf die Aorta appliziert. Ein weiterer Schwachpunkt des Modells ist
die verwendete Elastasepraparation. Experimentelle Studien konnten zeigen,
dass stark aufgearbeitete Elastasel6sungen, d.h. Elastasepraparationen mit
einem sehr hohen Reinheitsgrad, weniger verlasslich Aneurysmen ausbilden
konnten als Elastasepraparationen mit einem geringeren Reinheitsgrad. [26]
Man sollte eine wenig aufgearbeitete Elastase Praparation verwenden, da bei
diesen die Frequenz der Aneurysmaausbildung wesentlich groéf3er ist als bei
stark aufgearbeiteten Praparationen. [26] Dies spiegelt die grof3en Variationen
in der Aneurysmaausbildung in Abhangigkeit vom Lot der Elastase wieder.

In Hinsicht auf die Elastase bleibt zu bertcksichtigen, dass die Einheit der
Elastase vor einigen Jahren veréndert wurde. Seit 1998 ist die Definition einer
Unit die Menge, die 1 umol/L Succinyl-Ala—Ala—Ala—p—nitroanalide (SucAla3-
pPNA) pro Minute bei einem pH von 8,0 bei 25 °C hydrolysiert.

Vor 1998 definierte Sigma die Einheit Uber die Elastin—-Orcein—Methode,
weshalb man in den Publikationen aus den Jahren vor der Neudefinition der
Units berucksichtigen muss, dass eine Unit nach der heutigen Definition
ungefahr 30 Units der alten Definition entsprechen. [100] Dies schafft bei dem

Vergleich zwischen Studiendesigns verschiedener Autoren Verwirrung.
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Yamguchi untersuchte die Faktoren, welche die Letalitdt des Anidjar Elastase
Modells beeinflussten. Tiere wurden in verschiedene Gruppen unterteilt. In
einer Gruppe wurden lediglich partiell Teile der abdominellen Aorta mit einer
atraumatischen Gefallklemme abgeklemmt und spater wieder frei gegeben.
Eine weitere wurde lediglich katheterisiert und jeweils eine Gruppe wurde 30
min, 60 min und 120 min mit Elastase perfundiert. Hier wurden unterschiedliche
Lots angewendet. Es zeigte sich, dass die Letalitat in der Abklemmgruppe 0 %,
bei der Kathetergruppe 29 %, bei 30 min 0 — 71 %, bei 60 min zwischen 14 —
100 % und in der 120 min Gruppe bei 43 — 100 % betrug. Somit ist die Letalitat
bedingt durch die Katheterisierung der Arteria illiaca externa, dem Elastase Lot
und der Infusionsdauer. [157]

Ursprunglich war die Infusionsdauer des Modells von Anidjar auf 120 min
festgelegt. Yamaguchi untersuchte dieses Modell und beschrieb die
morphologischen Verdnderungen wahrend der Elastase Perfusion. Innerhalb
der ersten 50 min wurde die Gefallwand transparent. Innerhalb der ersten 30
min kommt es zu einem schnellen Zuwachs des Durchmessers und nach 60
min zu einem kompletten Verlust des elastischen Gewebes. Er untersuchte
weiter ob es einen Unterschied zwischen einer Infusionsdauer von 60 min und
120 min gibt. Er konnte keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen
feststellen und schlug vor die Infusionsdauer von 120 min auf 60 min zu
reduzieren. [158]

In einer weiteren Studie untersuchte Yamaguchi ob sich die Infusionsdauer von
15 min und 30 min bei einer Elastaseldsung mit 15 U Elastase unterscheiden.
Direkt nach der Infusion von 30 min waren keine Elastinfasern mehr anfarbbar,
bei der 15 min kam es im Beobachtungszeitraum zu keiner weiteren Zerstorung
der elastischen Fasern nach der Elastase Perfusion obwohl ein Einwandern

von Entzindungszellen, vor allem in der Adventitia, zu beobachten war. [159]

In der vorliegenden Studie entwickelten alle von abluminal mit Elastase
behandelten Tiere ein Aneurysma der abdominellen Aorta. Die Letalitat der
Tiere lag, nach erlernen der Operationstechnik, bei Null. Alle mit Elastase
behandelten Tiere Uberlebten fir mindestens 14 oder 30 Tage, je nach
Zugehdrigkeit der Gruppe, bis sie absichtlich zur Probengewinnung

euthanasiert wurden.
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Der Unterschied zwischen den Gruppen mit Elastasebehandlung bei einer
Uberlebenszeit von 14 und 30 Tagen ist nicht signifikant. Dies zeigt, dass es zu
keiner weiteren Zunahme des Aortenumfanges wahrend des Zeitraumes von
14 bis 30 Tagen postoperativ kommt.

Bei dem Vergleich der Kontrollgruppe mit der Elastasegruppe zeigt sich, dass
die Tiere nach Elastasebehandlung einen signifikant gréReren Aortenumfang

aufweisen als die Kontrollgruppe.

Der Nachweis der Entziidungszellen in dieser Studie zeigt, dass die applizierte
Elastase der Anstol3 zur Entwicklung eines Aneurysmas ist. Die eigentliche
Entwicklung eines Aneurysmas jedoch durch die Einwanderung von
Entziindungszellen bedingt ist. Dies bestatigt die Studie von Halpern [57],
welche ab dem zweiten Tag nach der Elastaseperfusion keine exogen

zugefuhrte Elastase mehr nachweisen konnte.

Somit ist die extraluminale Applikation von Elastase im Stande, ein
abdominelles Aortenaneurysma auszuldsen. Die Vorteile dieser Methode sind
die geringere Invasivitat des Eingriffes und die daraus resultierende Abnahme

der Letalitit des bisher etablierten Anidjar/ Dobrin  Modelles.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund:

Ein Aneurysma resultiert durch die Zerstérung des Bindegewebes der
GefalBwand, vor allem der strukturellen Einheit von Elastin und Kollagen. Es
existieren zahlreiche Studien zur Induktion von Aortenaneurysmen, die sich
unterschiedlichen Ansatzpunkten bedienen, wie z. B. der Atherosklerose,
genetischer Variationen, der Induktion einer Entziindung und vor allem der
Infusion von Elastase. In dieser Studie wurde das von Anidjar und Dobrin
etablierte Modell aufgrund der humanen Situation &hnlichen Pathophysiologie
als Orientierung gewahlt. Bei diesem Modell wird eine Elastaseldsung von
intraluminal zur Induktion eines Aneurysmas appliziert. Dieses ist jedoch durch
eine hohe Mortalitat und schlechte Reproduzierbarkeit gekennzeichnet. Daher

wurde ein Femoralarterien-Modell modifiziert.
Studiendesign/Material und Methoden:

Die Versuchstiere wurden in eine Kontrollgruppe und jeweils eine Gruppe mit
14 bzw. 30 Tagen Uberlebenszeit randomisiert.

Mannliche Sprague Dawley Ratten (300-350 g) wurden einer Laparotomie
unterzogen. Die abdominelle Aorta wurde freigelegt. Ein 1 cm langer Abschnitt
wurde so lange alle 90 Sekunden mit einer Elastaselosung, die 3,5 U/ml
enthielt benetzt, bis sich eine beginnende Aufweitung des Gefal3es zeigte und
die GefalRwand eine beginnende Permeabilitat fir Blut aufwies. AnschlielRend
wurde die Peritonealhbhle gespult. Es erfolgte ein schichtweiser
Wundverschluss. Je nach Zugehdrigkeit zur Gruppe erfolgte der zweite Eingriff
zur Gewinnung der Proben nach 14 bzw. 30 Tagen. Die Proben der
Kontrollgruppe wurden direkt gewonnen. Die in Formalin fixierten und in
Paraffin gebetteten Proben wurden in 2 um dicken Schnitten auf Objekttrager
gezogen. Es erfolgte eine Hamatoxylin—Eosin—, eine Elastica van Gieson- und
eine immunhistochemische (CD 3, CD 20, CD 68) Farbung. Die Durchmesser
und morphologischen Veranderungen wurden durch Lichtmikroskopie und dem
Programm DISKUS ermittelt.
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Resultate:

In den mit Elastase behandelten Gruppen, sowohl 14 Tage als auch 30 Tage,
zeigte sich eine deutliche Ummodellierung der GefalRwandmatrix mit deutlicher
Reduzierung, Fragmentierung und Desorganisation der elastischen Fasern im
Sinne eines Aortenaneurysmas. Durch die immunhistochemische Farbung
konnte ein entzindliches Infiltrat bestehend vor allem aus CD 3 und CD 68
positiven Zellen nachgewiesen werden. Die morphometrische Analyse der
Gruppen zeigte einen Mittelwert des GefdBumfanges von 2,95 mm der
Kontrollgruppe, 5,03 mm der 14 Tage und 5,23 mm der 30 Tage Gruppe. Es
besteht ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit

Elastasebehandlung und der Kontrollgruppe zum 5%—Niveau (p=0,002).

Ergebnis:

Alle von abluminal mit Elastase behandelten Tiere entwickelten gut
reproduzierbar ein Aneurysma. Die Mortalitat des Anidjar und Dobrin Modells
konnte durch die extraluminale Applikation auf O gesenkt werden.

Somit stellt das untersuchte Modell eine entscheidende Verbesserung der

aktuell verfigbaren Tiermodelle zur Induktion von Aortenaneurysmen dar.
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