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1. Einleitung

Die Arteriosklerose der Koronargefifle fithrt zu einem langsamen Verschluss des
Gefafllumens, der schliefllich durch mangelnde Perfusion einen Myokardinfarkt
verursachen kann. Jedoch tritt nicht bei allen Patienten mit Stenosen und/oder
Verschliissen der Koronargefidfle notwendigerweise ein Infarkt auf. Bei einigen
Patienten werden die bestehenden Stérungen der Myokarddurchblutung iiberhaupt
nicht wihrend des Lebens bemerkt, sondern die Gefallverschliisse sind ein Befund,
der erst bei der Autopsie erhoben wird. Das Koronarsystem dieser Patienten ist
dadurch gekennzeichnet, dall es Umgehungskreisliaufe aufweist, die die
verschlossenen mit intakten Gefdflen verbinden. Diese Gefdlle werden als

Kollateralen oder Anastomosen bezeichnet.

Die priexistierenden arterioldren Verbindungen zwischen den Asten von zwei
Koronararterien, die grofler als eine Kapillare sind, wurden urspriinglich als
Anastomosen bezeichnet. Spalteholz 1.2 machte Unterschiede zwischen beiden
Begriffen und definierte die Kollateralen als eine Verbindung zwischen gleichen
versorgenden Arterien, wohingegen Anastomosen arterielle Verbindungen
zwischen zwei unabhéngigen Arterien (z.B. zwischen der rechten und der linken
Koronararterie) sind. Die deutschen Autoren 34 folgten im allgemeinen diesen
Definitionen. Die Begriffe Anastomosen und Kollateralen wurden meist synonym
verwendet, wobei sich jedoch heutzutage der letztere Begriff im klinischen

Sprachgebrauch und auch in der wissenschaftlichen Literatur durchgesetzt hat.

Schoenmackers nahm an, dall Kollateralen und Anastomosen verschiedene
Gefalitypen darstellen und ging von unterschiedlichen Funktionen der Geféalle aus.
Er vermutete, dal} bei einem Verschluss eines Astes einer groflen Arterie sich in

unmittelbarer Ndhe dieses Hindernisses Kollateralen entwickeln. In diesem Falle



werden angrenzende Perfusionsgebiete von anderen Arterien versorgt. Die
Erweiterung einer Anastomose durch den Verschluss einer grolen Arterie fithrt zu
einer Umleitung des Blutes aus der angeschlossenen Arterie in ein grofleres
Perfusionsgebiet und somit zu einem grofleren Blutflul durch dieses Gefdf3. Die
Reduktion der Koronarreserve fithrt zu einer Verminderung der Kontraktionskraft

des Herzens 5.

W. Schaper zeigte 1971 2, daB Kollateralen und Anastomosen die gleiche Funktion
haben. Sie sind mehr oder weniger passive Blutleiter, und sie reagieren auf
Gewebsischdmie und Entziindung mit Wachstum. Als géingiges experimentelles
Modell zur Simulation der Situation am menschlichen Herzen wird die
Kollateralentwicklung bei Schweinen- oder Hundeherzen, hervorgerufen durch
kiinstliche Verengung eines Koronargefiafes, verwandt®. In diesen experimentellen
Modellen wurde gefunden, dal der Kollateralkreislauf des Herzens sich durch
Wachstum den verdnderten Bedingungen von Koronarstenose und Okklusion
anpassen kann. Die GefaBle konnen ihren Durchmesser um den Faktor 20

vergroBern und ihre DurchfluBkapazitit um den Faktor 10 erhéhen .

Zahlreiche Studien sind bisher im Max-Planck-Institut durchgefithrt worden, um
diesen Wachstumsprozess der Kollateralgefifle aufzukldaren. Diese schliellen
héamodynamische, biochemische, molekularbiologische und morphologische Studien
ein 56, Das Wachstum der KollateralgefiBe ist gekennzeichnet durch eine
Erh6hung der Durchblutung des Myokardareals "area at risk", durch einen Abfall
des Druckgradienten und eine Erhaltung der energiereichen Phosphate in der
gefihrdeten Region 7. Die Morphologie der KollateralgefiBentwicklung ist durch die
Entstehung einer Neointima und die Ruptur der Elastica interna der Gefille
charakterisiert. Aullerdem wurde gefunden, dal Wachstumsfaktoren vermehrt
exprimiert werden und Umbauprozesse durch Metalloproteinasen stattfinden 8 9.
Die besondere Fragestellung, die nun geklart werden sollte, betrifft den Einfluss von

Diabetes mellitus auf die Entwicklung von Kollateralen. Des weiteren sollte der



mogliche Einfluss von Mastzellen und den von ihnen produzierten Substanzen auf

die Kollateralgefia3entwicklung untersucht werden.

Diabetes mellitus fithrt zu arteriosklerotischen Gefallverinderungen, wobei die
Verianderungen der Gehirn- und Nierengefdlle, aber auch der Gefalle der Netzhaut
und der Skelettmuskulatur Durchblutungsstérungen hervorrufen, und daher zu
Funktionsstorungen der betroffenen Organe fithren 10 11 12, Es erschien uns aus
diesen Griinden interessant, den Einfluss des Diabetes mellitus auf die Angiogenese

des erwachsenen Organismus zu untersuchen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, mit morphologischen Methoden die
Kollateralgefalentwicklung am Hundeherzen nach einem GefaBverschluss bei
zwei verschiedenen Gruppen zu untersuchen. Die erste Gruppe war
stoffwechselgesund, bei der zweiten Gruppe bestand ein durch Alloxan induzierter
Diabetes mellitus. Die Befunde an den Kollateralgefif3en beider Gruppen wurden
miteinander verglichen und systematisch ausgewertet. Es ergab sich, daf
hinsichtlich des ultrastrukturellen Aufbaus der Kollateralgefile und ihrer
Proteinexpression kein qualitativer Unterschied bestand, daB jedoch bei den
diabetischen Tieren die Intima zellreicher und breiter war und wesentlich mehr
extrazellulidre Matrix enthielt. Des weiteren war die Anzahl der Mastzellen bei den

diabetischen Tieren signifikant erhoht.



2. Material und Methoden

Siebzehn Mischlingshunde beiderlei Geschlechts mit einem Korpergewicht
zwischen 18-20 kg wurden untersucht. Es wurden zwei Gruppen von Hunden

gebildet.

Gruppe 1: Es wurden 10 stoffwechselgesunde Hunde mit einer jeweils 4, 8 und 9

wochigen Okklusionsphase des Ramus circumflexus untersucht.

Gruppe 2: Bei 7 weiteren Hunden wurde durch Vorbehandlung mit Alloxan
(3mg/kg) ein kiinstlicher Diabetes mellitus verursacht. Spater wurde durch einen
Ameroidkonstriktor in Zeitintervallen von 4, 8 und 9 Wochen eine Okklusion des

Ramus circumflexus herbeigefiihrt.

2.1 Experimentelle Durchfiihrung

Nach einer Priamedikation mit Azoperon (Stresnil®) 2 mg/kg Korpergewicht
intramuskular wurde nach 45 Minuten die Narkose mit Pentobarbital
(Nembutal®) 15 mg/kg Korpergewicht intravenos eingeleitet und bei Bedarf
nachinjiziert, um eine ausreichende Narkosetiefe zu erhalten. Die Hunde wurden
tber einen Orotrachealtubus mit einem Sauerstoff/Raumluftgemisch mit Hilfe
eines Engstrom Respirators beatmet. Nach dem Erreichen der angestrebten
Narkosetiefe =~ wurde im linken Interkostalraum thorakotomiert und
perikardiotomiert, und anschliefend die Aste des Ramus circumflexus (LCX) und
des Ramus interventricularis anterior (RIVA) der Arteria coronaria sinistra

dargestellt.

Herzfrequenz, myokardialer Sauerstoffverbrauch, Koronardurchblutung, und die

Pumpleistung des Herzens, sowie Blutgaswerte wurden stédndig iiberwacht.

Nach Stabilisierung der hdmodynamischen Parameter wurde um die

freipréaparierte LCX ein Ameroidkonstriktor gelegt. Der Konstriktor besteht aus



Galalith (Ameroid), das von einem Stahlmantel umgeben ist. Galalith absorbiert
Flissigkeit aus dem Gewebe und beginnt daher an Volumen zuzunehmen, wobei die
LCX innerhalb von 10-15 Tagen erst stenosiert und schlieflich verschlossen wird
(5). Der Thorax wurde wieder verschlossen und die Tiere erholten sich wihrend der
folgenden Wochen. Sie wurden wéhrend der Erholungsphase mit Analgetica und
Antibiotica zur Bekadmpfung von Schmerzen und Entziindungen bei der

Wundheilung behandelt.

2.2 Gewebeentnahme

Nach 4, 8 und 9 Wochen wurden die Tiere wieder wie zuvor beschrieben
andsthesiert und thorakotomiert. Die Tiere wurden mit einer Uberdosis KCl
getotet, das Herz entnommen, und die Kollateralgefdfle makroskopisch auf der
epikardialen Oberflache des linken Ventrikels freiprapariert. Weiterhin wurde
makroskopisch untersucht, ob ein Infarkt des Perfusionsgebietes der
verschlossenen Arterie vorlag und ob der Konstriktor wirklich verschlossen war.
Die in dieser Arbeit beschriebenen Resultate stammen ausschliefllich von Herzen,

bei welchen ein verschlossener Konstriktor, aber kein Infarkt vorlag.

Bei den Kollateralgefiflen unterscheidet man zwischen drei verschiedenen
GefiBsegmenten: Stem, midzone, reentry 13, Die "midzone" ist der Teil des
Gefialles, in dem sich signifikante Umbauvorginge wihrend des Wachstums
abspielen, deshalb sind die hier beschriebenen Resultate alle an diesen
Gefallsegmenten erhoben worden. "Stem" wund ‘'reentry" =zeigen kaum
Verinderungen, wie aus fritheren Studien bekannt ist!4 15, Die Gewebeproben
wurden fiir die Elektronenmikroskopie und fiir die Immunzytochemie fixiert und

eingebettet bzw. eingefroren.



2.3 Vorbereitung des Materials fiir die Elektronenmikroskopie

Die Gewebeproben wurden fiir zwei Stunden mit 3%igem, 4°C kaltem
Glutaraldehyd in 0,1 molarem Natrium-Cacodylatpuffer (pH 7.4, 400 mosmol)
fixiert.

Anschlieend wurden die Proben mehrfach in Natrium-Cacodylatpuffer (mit 7.5%
Saccharose) gewaschen und danach in 1.6%igem OsO4 (Osminiumtetroxid) in

Veronalacetatpuffer fiir zwei Stunden fixiert.

Nach erneutem Waschen, diesmal in Veronalacetatpuffer, wurden die
Gewebeproben in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert, danach zweimalig

mit Propylenoxid behandelt und anschlielend in Epon eingebettet.

Nach Polymerisation bei 50°C im Warmeschrank tiiber drei Tage war das Epon-
Kunstharz ausgehértet. Mit einem Ultramikrotom wurden zunéchst semidiinne,

etwa 1um dicke Schnitte hergestellt, die mit Toluidinblau gefiarbt wurden.

Die Betrachtung dieser Schnitte im Durchlichtmikroskop erlaubte die Auswahl
artefaktfreier Areale, von denen dann ultradiinne Schnitte von 50 nm Dicke

angefertigt wurden.

Diese Schnitte wurden auf Kupfergrids aufgefangen und mit Bleizitrat und Uranyl-
acetat kontrastiert und schliefSlich mit einem Philips EM CM10 angesehen und
fotografiert.

2.4 Vorbereitung des Materials fiir die Immunzytochemie

Das Gewebe wurde frisch, d.h. nicht chemisch vorfixiert in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Dann wurden mit einem Gefriermikrotom (Leica Kryostat 1720

digital) 4 ym diinne Schnitte angefertigt.

Die Schnitte wurden mit Hematoxylin/Eosin gefiarbt. Die strukturelle
Wandzusammensetzung wurde identifiziert und es wurde festgestellt, ob es sich

um ein normales oder ein wachsendes Gefall handelte. Daran anschlielend wurden



die Schnitte fir die Immunzytochemie mit monoklonalen Antikérpern

weiterbehandelt.

Die Schnitte wurden auf gelatinebeschichtete Objekttrdger montiert, an der Luft
getrocknet, in Azeton bei -20°C fiir 10 min fixiert. und anschliefend in
Phosphatpuffer (Phosphate Buffered Saline, PBS) abgespiilt. Die Inkubation mit
priméren Antikorpern (Laminin fiir die Basalmembran, sowie Fibronektin fiir das
Interstitium, Vimentin und Desmin fiir die glatten Muskelzellen, Serotonin und
Histamin fir die Mastzellen erfolgte bei Raumtemperatur und in einer dunklen
Kammer fiir eine Stunde. Dann wurden die Schnitte in PBS gewaschen.
Anschlieflend wurde der biotinylierte sekundéare Antikorper aufgetragen, der sich
an den priméaren Antikorper bindet. Die Inkubationszeit betrug auch hier 60 min.
Dann wurden die Schnitte erneut gewaschen. Die letzte Inkubation wurde mit
Fluoroisothiocyanat (FITC) gebundenem Streptavidin (Amersham,
Groflbritannien) durchgefiihrt. Alle Antikorper sind aus der Tabelle 1 auf Seite 9
ersichtlich.

Danach wurden die Kerne mit 1:100 verdiinntem Actinomycin D fiir 30 min
angefarbt; sie erschienen rot im Fluoreszenzmikroskop (Molecular Probes, Eugene,
U.S.A). Die fotografische Dokumentation wurde mit Kodak Film Kodachrome 200

durchgefiihrt. Die Abbildungen sind Reproduktionen von Diapositiven.

2.5 Lichtmikroskopie zur Mastzellenbestimmung

Die Bestimmung der Zahl der Mastzellen wurde an mit Toluidin Blau (pH 12.0)
gefarbten "dicken" (1um) Schnitten durchgefithrt. Die Anzahl der Mastzellen, die
durch ihre dunkelblauen Granula leicht zu identifizieren sind, wurde in der
Gefaflwand, in der Adventitia und im umliegenden Myokard gezéhlt und schlief3lich
als Anzahl pro Gefallsegment ausgedriickt.



2.6 Elektronenmikroskopie

Von allen Quadraten des Kupfergrids wurden zunzchst Ubersichtsaufnahmen und
spiater hohere Vergroflerungen fotografiert. Die so gewonnenen schwarz-weil} -
Negative wurden um den Faktor 4 vergroBert und im Format 11x11.5 abgezogen.
Bei der Elektronenmikroskopie wurden sowohl typische, reprasentative als auch

besonders auffallende einzelne Merkmale fotografiert.

2.7 Auswertung der elektronenmikroskopischen Befunde

Die Befunde wurden fotografisch dokumentiert und systematisch in einem
semiquantitativen Auswertungsschema erfasst. Hierbei wurde jedes Prédparat in
die histologisch tiblichen Abschnitte eingeteilt: Endothel, Lamina elastica interna,
Intima, Media, und Adventitia. Endothel und die Lamina elastica interna werden
auch als Intima zusammengefasst. Nach dieser Einteilung fand die Auswertung

statt.

Anhand der Bilder wurde zunéchst festgestellt, ob das mikroskopische Bild einem

gesunden Gewebe entsprach oder nicht.

Fand sich eine Abweichung vom normalen Bild (z.B. das Auftreten von vielen
Fibroblasten, lange Endothelfortséatze oder eine zu schmale Media) so erfolgte eine
Zuordnung des Praparates nach dem Schwergrad der Gewebsverdanderung. Der
normale Zustand (Kontrollgefille) oder der fast normale wurden mit n
gekennzeichnet. Eine leichte Abweichung vom normalen Zustand wurde mit + und
eine signifikante Abweichung wurde mit ++ gekennzeichnet. Ein nicht
beurteilbares oder fehlendes Priaparat wurde mit (/) in der Tabelle markiert. Der
normale Zustand der LEI wurde mit n, eine leichte Unterbrechung mit + und eine
deutliche Unterbrechung mit ++ bezeichnet. Es ist darauf hinzuweisen, dal} sich
diese Graduierung nicht auf degenerative Veridnderungen bezieht, sondern

Ausdruck der mehr oder weniger stark ausgebildeten Wachstumsvorgénge ist.



Das Vorkommen von Mitosen im Endothel und anderen Zellen und das
Vorhandensein von héamatopoetischen Zellen, sowie von Mastzellen, wurde

besonders beachtet und aufgezeichnet.

Dieses System schaffte eine Ubersicht iiber die untersuchten Priparate, so daB
eine differenzierte Aussage {iiber den definitiven Zustand des untersuchten

Gewebes moglich war.

2.8 Tabelle 1: Verwendete Antikorper

Antikorper Wirtstier Verdiinnung | Hersteller Klon

Desmin Maus 1:20 Sigma DE-U10

Vimentin Maus 1:3 Immunotech V9

Fibronektin Kaninchen 1:50 ICN, Costa-Mesa,| R122
USA

Laminin Ratte 1:50 Immunotech Al112
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3. Resultate

3.1 Makroskopische Beobachtungen

Die Kollateralgefif3e befanden sich auf der epikardialen Oberflache des linken
Ventrikels, wo sie die Aste von LCX und LAD miteinander verbinden (Abb.
1a,b). Die Ameroidkonstriktoren waren bei allen Tieren vollstéindig verschlossen,
ohne dal} ein Infarkt vorlag. Dies zeigt, dall zwischen der Geschwindigkeit des
Eintrittes der Stenose wund der daran anschlielenden Okklusion der
Koronararterien und dem Fortschreiten der Entwicklung der Kollateralgefialle ein
Gleichgewicht bestand oder daBl die Entwicklung der Kollateralgefifle sogar
beschleunigt stattfand.

3.2. Licht- und Elektronenmikroskopie

Licht- und elektronenmikroskopisch wurden verschiedene Arten von Gefillen
gefunden: a) Normale Arterien von unterschiedlicher Grof3e mit einer regelrechten

Wandstruktur und einer ausgepragten Lamina elastica interna (Abb. 2).

b) GrofBle und mittlere Gefialle, die eine unregelméiflige Wandstruktur zeigten, d.h.
eine Ruptur oder volliges Fehlen der Lamina elastica interna und eine mehr oder

weniger stark ausgepragte schmale Intima (Abb. 3).

c¢) Kleine GefiBe, die unregelméiBig strukturiert waren. Sie sind eventuell die Aste

von grof3en Kollateralgefdf3en, die am Wachstumsprozess beteiligt sind (Abb. 4).
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Abb. 1a: Das Herz eines Hundes mit deutlich ausgebildeten Kollateralgefaflen
auf der epikardialen Oberfldche (Pfeile).

-

Abb. 1b: Im Angiogramm stellen sich die Kollateralgefifle deutlich dar (Pfeile).
Der Konstriktor hat den R. circumflexus der linken Koronararterie
verschlossen.
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Abb. 2: Die Struktur einer normalen kleinen koronaren Arterie, bzw. eines
praexistierenden Kollateralgeféafles, ist durch einen ganz regelméalligen
Aufbau gekennzeichnet. Die Elastica interna ist kontinuierlich, die
glatten Muskelzellen der Media liegen eng aneinander.

Abb. 3: Wachsendes Kollateralgefall mit unregelmafiger Wandstruktur.
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Abb. 4: Wachsendes Kollateralgefal3.

Abb. 5: Gefall mit einer normalen Wandstruktur. Die Lamina elastica interna
ist intakt, die Media enthilt 4 Schichten von glatten Muskelzellen.



Abb. 6: Zwischen den Schichten von glatter Muskulatur befindet sich
gleichméflig verteiltes Bindegewebe.
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3.2.1 Kontrollgefiifie

Die Kontrollgefiafle zeigten einen dreischichtigen Wandaufbau wie in Abbildung 5
dargestellt wird:

a) Intima

Die Intima bestand aus einem einschichtigen Endothel, unter dem eine diinne
Membran von Bestandteilen der extrazelluliren Matrix lag. Die extrazellulire
Matrix war aus verschiedenen Proteinen wie Laminin und Fibronektin
zusammengesetzt. Die Membrana elastica interna, eine 1 bis 2 um dicke
Membran aus elastischem Material, grenzte die Endothelschicht von den glatten
Muskelzellen der Media ab. Die Fasern besaBlen Eigenfluoreszenz, d.h. sie
leuchteten im Fluoreszenzmikroskop. Die Endothelzellen waren regelméaflig

angeordnet, und die Membrana elastica interna zeigte einen kontinuierlichen

Verlauf.
b) Media

Die Media bestand aus mehreren Schichten glatter Muskelzellen, die regelméflig
ausgebildet waren und ringformig verliefen. Die zirkuldren Muskelzellen der Media
waren spindelformig und wiesen Myofilamente und andere Zellorganellen wie
rauhes endoplasmatisches Retikulum, Golgi Apparat und Mitochondrien auf. Die
glatten Muskelzellen waren gleichméflig von der extrazelluliren Matrix umgeben.

Vereinzelt fand man auch elastische Fasern zwischen den Zellen (Abb. 6).
c) Adventitia

Die Adventitia bestand aus lockerem Bindegewebe, aus Kollagenfasern und
elastischen Fasern, die lidngs verliefen, aber auch unregelméflig angeordnet waren.
In der Adventitia befanden sich aullerdem zahlreiche Zellen, wie Fibroblasten,
Makrophagen, Mastzellen und Nervenzellen, sowie extrazelluldres Matrixmaterial.
Diese Schicht ist die peripher liegende vaskuldre Schicht, die das Einfiigen des
Gefalles in das umliegende Gewebe ermoglichte (Abb. 7 und 8).
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3.2.2 Kollateralgefiifse

Die Hauptkriterien zur Identifizierung der Kollateralgefia3e waren:

1. Makroskopisches Vorhandensein der Gefdf3e an der epikardialen Oberfliache des

linken Ventrikels.
2. Ungeordneter Wandaufbau mit einer deutlichen zellreichen Intima.
3. Vorkommen einer fragmentierten Lamina elastica interna.

Diese Verdnderungen wurden in unterschiedlich starker Auspridgung gefunden,

erlaubten aber immer die Identifizierung von Kollateralgefaf3en (Abb. 9).
a) Intima

Die Intima bestand aus Endothelzellen, die in ihrem Verlauf und ihrer Form sehr
unterschiedlich waren. Die Endothelzellen wolbten sich ins Lumen vor. In manchen
Gefiallen zeigten die Endothelzellen eine zelluldre Aktivierung, die gekennzeichnet
war durch das Vorkommen von zahlreichen Zellorganellen wie Golgi-Apparat,
Mitochondrien, einem gro3en Kern mit mehreren Nukleoli und vielen Vakuolen im
Zytoplasma. Mitosen wurden im Endothel und in den glatten Muskelzellen der
Intima gefunden. Mitosen wurden besonders héaufig 4 Wochen nach Implantation
des Konstriktors gefunden (Abb. 10-13). Die Intima war zellreich in allen Stadien,
besonders aber 4 Wochen nach Konstriktorimplantation. Im spéateren Stadium
wurde sie breiter, enthielt nur noch Fragmente der "alten" Elastica interna aber
punktuell schon neugebildetes elastisches Material, und zeigte einen erhohten
Gehalt an extrazellularem Matrixmaterial (Abb. 14,14a). Die Intima variierte in

ihrer Breite zwischen 2-6 Zellschichten.



Abb. 7: Die Adventitia ist breit und enthilt Kollagenfasern und elastisches
Material, Fibroblasten und Makrophagen. Rechts befindet sich eine
glatte Muskelzelle.

Abb. 8: Adventitia mit zahlreichen Kollagenfasern, Fibroblasten,
Makrophagen. Links oben befindet sich ein  Leukozyt.
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Abb. 9: Ein wachsendes Kollateralgefiall mit einem ungeordneten Wandaufbau,
umgeben von Myokardgewebe.

Abb. 10: Typische Endothelzelle eines wachsenden Kollateralgefales mit
zahlreichen Zellorganellen. Besonders deutlich sind die beiden
Zentriolen.
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Abb. 11: Endothelzellen im wachsenden Koronargefal3. Auffallend ist die
unterschiedliche Elektronendichte. Unter den Endothelzellen befindet
sich eine glatte Muskelzelle vom synthetischen Phéanotyp.

Abb. 12: Endothelzelle eines wachsendes Kollateralgefilles mit zahlreichen
Mitochondrien, freien Ribosomen, multivesicular body und Golgi-
Apparat.



Abb. 13:  Wachsendes Kollateralgefdll mit zwei Mitosen, in einer Endothelzelle
(Pfeil) und einer glatten Muskelzelle (doppelter Pfeil).

Abb. 14: Wachsendes Kollateralgefdl mit unregelméfiger Wandstruktur,
verbreiterter Intima und unterbrochener Elastica interna, breite
Adventitia.
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Abb. 14a: Wachsendes Kollateralgefall mit Endothel, das sich in das Lumen
vorwolbt, reichlich elastischem Material (Pfeile) und unregelméalBig
angeordneten glatten Muskelzellen (doppelter Pfeil).

Abb. 15:  Glatte Muskelzellen von "kontraktilen Phénotyp" mit zahlreichen
Myofilamenten und Mitochondrien, wenig Zellorganellen.
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Hier konnten drei Zelltypen identifiziert werden:

a) Typische glatte Muskelzellen mit Myofilamenten und wenigen
zytoplasmatischen Organellen in der Ndhe der Kerne und einer regelméifligen
Basalmembran (Abb. 15). Diese werden als Zellen vom "kontraktilen" Phéanotyp

bezeichnet.

b) Glatte Muskelzellen, die eher das Aussehen von Fibroblasten besaBen. Sie
zeigten einen groflen Kern mit dunklem Chromatin, nur wenige Myofilamente und
pinozytotische Vesikel sowie mehr rauhes endoplasmatisches Retikulum und
zahlreichere Mitochondrien als die normalen glatten Muskelzellen. Die
Basalmembran war nur geringfiigig ausgeprigt oder fehlte ganz (Abb. 16-18).

Diese Zellen werden dem "synthetischen" Phéanotyp zugerechnet.

¢) Vereinzelte Monozyten wurden beobachtet. Diese hafteten sich an das Endothel
oder waren bereits in die Intima eingewandert (Abb. 19 und 19a). Vereinzelt

fanden sich in der Intima auch Lymphozyten (Abb. 17).
b) Media

Die Media zeigte keine regelmiflige Struktur. Die glatten Muskelzellen waren
unregelméfBig angeordnet, und es befand sich reichlich extrazellulare Matrix
zwischen den Zellen. Die glatten Muskelzellen zeigten eine unregelméfige Form und
GroBe, und ihr Verlauf war haufig nicht mehr zirkulédr, sondern eher ldngs oder
schrig zur GefaBBachse. Die Media war haufig schmaler als bei normalen Arterien
gleicher Grofle, wahrend die Intima den grofiten Teil der GefiBwand darstellte.
Zahlreiche glatte Muskelzellen zeigten regionale Unterbrechungen oder eine
Verdickung der Basalmembran, was typisch fiir Umbauvorginge und fiir

proliferierende Zellen ist (Abb. 20-24).
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Abb. 16: Stark veridndertes wachsendes Kollateralgefal mit sehr aktivem
Endothel, subendothelialen Monozyten (Pfeil), und einer glatten
Muskelzelle vom kontraktilen Phanotyp.
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Abb. 17:  Wachsendes Kollateralgefall mit unregelmafiger Wandstruktur, einer
migrierenden Muskelzelle (Pfeil) und zwei Lymphozyten, (doppelter
Pfeil).



Abb. 18:

Abb. 19:
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Stark unregelméfiger Wandaufbau eines Kollateralgefifles.

Anhaften eines Monozyten und eines neutrophilen Granulozyten
das Endothel einer Kollateralen.

an
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Abb. 19a: Ein Monozyt haftet an der Endothelzelle eines wachsenden Geféalles.
An diesem hingt ein neutrophiler Granulozyt.

Abb. 20:  UnregelméBiger Wandaufbau mit reichlich Bindegewebe zwischen den
einzelnen glatten Muskelzellen.
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Abb. 21:  UnregelméfBliger Aufbau der Media eines Kollateralgefif3es.

Abb. 22:  Reichlich Bindegewebe ist zwischen den unregelmilligen glatten
Muskelzellen der Intima zu finden.



Abb. 23:  Eine glatte Muskelzelle der Intima mit reichlich endoplasmatischem
Retikulum und einer degenerativen Vakuole (Pfeil).

Abb. 23a: UnregelméilBlige Struktur einer Kollateralen mit glatten Muskelzellen
vom "synthetischen Phénotyp" und vielfacher Basalmembran.



Abb. 24:  Die glatten Muskelzellen der Media sind tiber Basalmembranmaterial
miteinander verbunden (Pfeile).

G

Abb. 25:  Eine nekrotische glatte Muskelzelle, die allmahlich aufgelost wird.
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Besonders 4 Wochen nach der Ameroidkonstriktorimplantation fanden sich in der
Media auch Mitosen, jedoch nicht so hiufig wie in der Intima. In der Media wurden
aullerdem wie zerkliiftet erscheinende (Abb. 26) oder auch eindeutig nekrotische
glatte Muskelzellen beobachtet. Diese Veranderungen wurden als das

morphologische Korrelat von Umbauprozessen interpretiert(Abb. 25,25a).
c) Adventitia

Die Adventitia enthielt ldngsverlaufende kollagene Gitter und elastische Netze
(Abb. 27). Mitosen von Fibroblasten waren haufig zu sehen (Abb. 28,29). Hier
waren auch Bruchstiicke von degenerierten Myokardzellen, Fibrozyten, haufig
auch Mastzellen, Makrophagen und neutrophile Leukozyten zu finden. Gelegentlich
wurde auch eine Apoptose beobachtet (Abb.30,31).

Die Myozyten in der unmittelbaren Ndhe des wachsenden Gefidlles zeigten eine
geschadigte Struktur, d.h. eine irregulire Form und GroBe, manche waren

komplett degeneriert und zeigten zahlreiche Lipidtropfen(Abb. 32,33).



Abb 25a: Vergroflerung der nekrotischen Muskelzelle von Abb. 25.

Abb. 26:  Die glatten Muskelzellen der Intima sehen haufig stark zerkliiftet aus.



Abb 27:  Die Adventitia besteht hauptséachlich aus Kollagenfibrillen und
elastischem Material. Auch Fibroblasten, Makrophagen und eine
Mastzelle sind vorhanden.

Abb. 28: Wachsendes Kollateralgefal mit einer Mitose eines Fibroblasten in der
Adventitia.
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Abb. 30:  Ein Fibroblast mit extrem erweitertem endoplasmatischem Reticulum
und einem Zellkern mit verklumptem Chromatin, typisch fir
Apoptose.
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Abb 31:  Apoptose eines Fibroblasten.

Abb 32:  Leichte Schadigung der Myozyten, die ein wachsendes
Kollateralgefial umgeben (Pfeile).



Abb 33:  Stark degenerierter Myozyt in der Néihe eines wachsenden
Kollateralgefafles.
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3.2.3.Veridnderungen an Gefillen von diabetischen Tieren

Die GefaBverinderungen der diabetischen Hunde spielten sich vorwiegend in der
Intima und in der Media ab. Diese Veridnderungen waren hauptséichlich durch eine
Zunahme des Bindegewebes in diesem Bereich charakterisiert. Weiterhin fielen der
Verlust der elastischen Fasern, eine starke Zellproliferation, die durch Zunahme
der Breite der Intima zur Einengung des Lumens fiihrte, und eine vermehrte Zahl
der Mastzellen, die sich in der Adventitia und im umliegenden Myokard befanden,
auf. Die Veranderungen traten sowohl 4 wie auch 8 Wochen nach der Implantation

des Konstriktors auf (Abb.34-38).

Abb. 34:  Lichtmikroskopische Aufnahme eines wachsenden Kollateralgeféfles
eines diabetischen Hundes. Typisch sind die breite Neointima und die
sehr breite Adventitia.



Abb. 35:  Starke Intimaproliferation und eine sehr schmale Media in einem
Gefall von einem diabetischen Hund. Sehr breite Adventitia.

od 4 S SR e o
Abb. 36:  Sehr unregelméflige Anordnung der glatten Muskelzellen der Media und
Umorientierung in die Neointima, vermutlich durch Migration bedingt.
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Abb. 37:  In der Intima befinden sich auffallend kleine glatte Muskelzellen (Pfeile)
und reichlich extrazellulare Matrix.

Abb. 38: "Remodeling" in der Wand eines wachsenden Kollateralgefif3es von
einem diabetischen Hund. Auffallend sind das aktivierte Endothel, die
zahlreichen Muskelzellen in der Neointima in unterschiedlichem
Aktivierungszustand und das Vorkommen von reichlich Matrixmaterial.
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3.3 Mastzellen

Die Mastzellen konnten in der Toluidin-Blau-Farbung klar identifiziert werden, da
sich ihre spezifischen Granula deutlich und unverwechselbar darstellen. Im
normalen Gewebe wurden nur selten Mastzellen gefunden. In den Préaparaten der
Kollateralgefi3e wurden sie besonders zwischen Adventitia und Myokard gefunden,
aber auch im Myokard selbst, weiter entfernt von der Adventitia. Im lockeren
Bindegewebe lagen diese Zellen einzeln oder in Gruppen in der Umgebung grofler
aber auch kleinerer Blutgefidfle. Haufig waren die Mastzellen degranuliert. Sie
zeigten eine positive Reaktion fiir Histamin und Serotonin, zwei Ubertragerstoffe,
die spezifisch von Mastzellen freigesetzt werden. Die Anzahl der Mastzellen

variierte stark (Tabelle 2).

Die Tabelle 2 auf Seite 42 zeigt, daf} sich in den Préaparaten der diabetischen Hunde
mit 8-wochiger Konstriktorimplantation deutlich mehr Mastzellen befanden als bei
den 4 Wochen alten diabetischen Tieren und als bei der Vergleichsgruppe der

stoffwechselgesunden Tiere.

Mastzellen sind dargestellt mit dem Lichtmikroskop (Abb. 39 und 40) und mit dem
Elektronenmikroskop (Abb. 41-42). Die immunzytochemische Darstellung von
Histamin (Abb. 43) und Serotonin (Abb. 44) zeigen, dall Spuren dieser Substanzen

nachweisbar sind.
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Abb. 39:  Deutlich erkennbare Mastzellen in der Adventitia (Pfeile).
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Abb. 40:  Zahlreiche, auch degranulierende Mastzellen in der Adventitia (Pfeile).



Abb 41: Drei verschiedene Mastzellen (Pfeile) liegen in der Adventitia und in der
Néhe eines degenerierten Myozyten (Doppelpfeil).

—
-

Abb. 42: Eine Mastzelle bei hoherer Vergroflerung. Deutlich sind die noch
intakten Granula (Pfeile) und die schon degranulierten Granula
(Doppelpfeile).
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Abb. 43: Lokalisation von Histamin in mehreren Mastzellen der Adventitia
eines wachsenden Kollateralgefifles. Spezifische Fluoreszenz gelb-
grin, Kerne rot.

Abb. 44: Darstellung von Serotonin in einer Mastzelle der Adventitia.
Spezifische Fluoreszenz griin, Kerne rot.
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Vorkommen von Mastzellen

Normales Normales
Hund-Nr. Wochen Kollateral- Myokard
gefal
6 4 2,8 0,3
10 4 4,0 4,5
12 4 10,2 3,7
1 8 2,6 3,8
2 8 2,5 4,5
2 8 7,1 41
9 8 7,5 3,5
Mittelwert: 5,2 3,4
Diab. Diab.
Hund-Nr. Wochen Kollateral- Myokard
gefal
4 4 4,6 4,8
8 4 13,0 11,2
11 4 11,7 8,5
2 8 11,5 16,3
3 8 8,0 8,2
4 8 7,0 6,8
5 8 17,2 16,3
Mittelwert: 10,4 10,3

3.3.1. Tabelle 2:
Quantitative Auswertung des Vorkommens von Mastzellen bei gesunden und
Diabetischen Hunden. Die Zahlen bedeuten die Anzahl der Mastzellen gemittelt fur

alle Kollateralgeféaf3e und fiir das Myokard eines Tieres.
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3.4. Immunzytochemie

Alle Abbildungen fiir die Immunzytochemie und die dazugehorigen Legenden

befinden sich im Anschlufl an diesem Text.

Die Immunzytochemie erlaubt die Lokalisation von intra- und extrazelluldren
Proteinen, wie Laminin, Fibronektin, Desmin und Vimentin. Desmin und Vimentin
gehoren zu den zytoskelettidren Proteinen. Wir fithrten diese Untersuchungen
durch, um die Beteiligung dieser intra- und extrazelluliren Proteine am

Kollateralwachstum zu bestimmen.

3.4.1 Vimentin
Kontrollgefalie

Vimentin war in den Endothelzellen und den Fibroblasten lokalisiert. Die Media
zeigte gleichfalls eine leichte Markierung, die jedoch nicht so intensiv wie bei den

Endothelzellen war. Die Fibroblasten der Adventitia war auch schwach angefirbt.
Kollateralgefille

In den Kollateralgeféf3en ist Vimentin in den glatten Muskelzellen der Intima und
Media und in den Fibroblasten der Adventitia vertreten. Im Gegensatz zu den
Kontrollgefidflen ist die Fluoreszenz fiir Vimentin in den glatten Muskelzellen der
Intima sehr intensiv. Die Endothelzellen und die Fibroblasten sowie die glatten
Muskelzellen der Media zeigten eine Fluoreszenzintensitiat, die derjenigen der
normalen Gefille entsprach. Da die normalen glatten Muskelzellen der Media in
den Kontrollgefidlen nur eine leichte Fluoreszenz zeigten, ist die erhohte
Fluoreszenz in den intimalen glatten Muskelzellen als ein wichtiger Befund zu
werten. Er zeigt, dal3 die Intimazellen durch die Expression embryonaler Proteine

gekennzeichnet waren.
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3.4.2 Desmin
KontrollgefalBie

In den normalen Blutgefa3en wurde kein Desmin im Endothel gefunden, aber die
glatten Muskelzellen farbten sich intensiv, d.h. sie enthielten reichlich Desmin.
Aber es gab auch Zellen, die keine Markierung zeigten. Deswegen war die

Anfarbung nicht so gleichméafig verteilt. Die Adventitia wies keine Anfiarbung auf.
Kollateralgefille

In den wachsenden Kollateralgefdlen erkannte man Desmin in den glatten
Muskelzellen der Media, aber auch hier zeigte sich keine gleichméflige und
homogene Farbung, jedoch waren in der Intima nur wenige Zellen leicht gefarbt, die
meisten dagegen waren negativ. Dieser Befund bestétigte die Annahme, daf3 in den
glatten Muskelzellen der Intima eine Rekapitulation der Embryogenese stattfand.

Die Adventitia wies keine markierten Zellen auf.

3.4.3 Fibronektin
Kontrollgefalie

Fibronektin befand sich méfig in den normalen Geféf3en in der Basalmembran der
Endothelzellen und der glatten Muskelzellen und in der extrazelluldren Matrix, und
es bildete eine homogene Matrix in der Adventitia, in die die iibrigen zelluldren und
fibrillaren Strukturen eingelagert waren. Die Myozyten und benachbarten
Kapillaren wurden gleichfalls durch die Markierung ihrer Basalmembran mit

Fibronektin markiert.
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Kollateralgefille

In den KollateralgeféafBen wurde in allen Schichten reichlich Fibronektin gefunden.
Besonders auffallend war die Lokalisation in der Neointima. In dieser war
Fibronektin zwischen allen glatten Muskelzellen eingelagert, bei 8 Wochen in
groBBerer Menge als bei 4 Wochen. Besonders auffallend war die Intensitdt der
Fluoreszenz fiir Fibronektin bei den diabetischen Hunden. Die Adventitia war

gleichfalls intensiv angefirbt.

3.4.4 Laminin
Kontrollgefalie

Laminin wurde in der Basalmembran der Endothelzellen und der glatten
Muskelzellen, sowie des Kapillarendothels und der Mpyozyten gefunden. Die

Adventitia wurde nur geringfiigig angefirbt.
Kollateralgefille

In den Kollateralgeféifle war Laminin vermehrt in der Basalmembran der glatten
Muskelzellen der Intima, aber auch in deren Matrix zu finden. Die Media zeigte eine
starke Lamininexpression im extrazelluliren Raum. Bei der Adventitia konnten
wir nur eine schwache Anfiarbung nachweisen. Wie im Falle von Fibronektin, wurde

mehr Laminin in den fortgeschrittenen Stadien der Intimabildung gefunden.
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Legenden der Abbildungen 45-48.

Abb. 45: Farbung fiir Vimentin. a. Normales Gefafl mit maBiger Markierung in
Media wund den Endothelzellen. Auf der linken Bildhélfte markierte
Kapillarendothelien im Myokard. b. Wachsendes Gefall mit starker markierung in

der Neointima, Media und Adventitia.

Abb. 46: Farbung fiir Desmin. a. Normales Gefiafl mit deutlicher Markierung der
Media, jedoch sind das Endothel und die Adventitia negativ, das angrenzende
Myokard positiv. b. In einer wachsenden Kollateralen ist nur die desorganisierte
Media stark positiv, die Neointima ist, obwohl sie glatte Muskelzellen enthilt,

negativ.

Abb. 47: Farbung fiir Fibronektin. a. In einem normalen Gefal} ist die Media leicht
positiv und die Adventitia enthélt auch Fibronektin. Das Endothel ist stark
angefirbt. Im Lumen des Gefidlles ist eine positive Farbung zu beobachten,
vermutlich hervorgerufen durch Fibronektin aus dem Serum. b) In einem
wachsenden Gefafl von einem diabetischen Hund befindet sich in allen Schichten

eine grofle Menge Fibronektin.

Abb. 48: Farbung fiir Laminin. a. Normales Gefidll mit Farbung der glatten
Muskelzellen der Media und der Myozyten und Kapillarendothelien des Myokards.
b. In einem wachsenden Gefall von einem diabetischen Hund befinden sich grof3e

Mengen Laminin in allen vaskuldren Schichten.
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4, Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung von Kollateralgefillen mit
morphologischen Methoden untersucht. Besonderes Interesse galt den
ultrastrukturellen Besonderheiten im Aufbau der Gefilwand wahrend der
unterschiedlichen Entwicklungsstadien, der Expression der Proteine aus der
Gruppe der Intermedidrfilamente Vimentin, Desmin und Fibronektin und Laminin
und dem Vorkommen von Mastzellen. Die Befunde an wachsenden
Kollateralgefiflen wurden mit denjenigen an normalen Koronararterien gleicher
GroBe verglichen. Diese Befunde wurden daraufhin mit denjenigen von diabetischen

Hunden verglichen.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen waren folgende: Wahrend des
Wachstums der Kollateralgefdf3e fand ein starker Umbauprozess in den Gefdaflen
statt, in welchen alle Schichten miteinbezogen waren. Eine signifikante zellulédre
Proliferation war begleitet von der Degeneration einzelner glatter Muskelzellen, der
Bildung einer Neointima und einer Fragmentierung der elastischen Membran. Es
gab graduelle Unterschiede zwischen den Kollateralgeféflen im Stadium von 4 und
8 Wochen: im frithen Stadium gab es nur eine schmale Intima und eine leicht
desorganisierte Media, und bei 8-9 Wochen war die Media stark desorganisiert und
die Intima bedeutend breiter. SchlieBlich erfolgte eine Zunahme in der Wanddicke
der Kollateralgefif3e, und eine Verhinderung der Entstehung eines Infarktes durch

erhohte Durchblutung der "area at risk" 7,16,17,

Die Unterschiede zwischen Kollateralgefilen von stoffwechselgesunden und
diabetischen Tieren waren qualitativ deutlich. Die Wandstruktur des wachsenden
Gefalles war weitgehend &hnlich, jedoch war die Ansammlung von extrazelluldren
Matrixproteinen, besonders von Fibronektin deutlich bei den diabetischen Tieren
erhoht. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen bestand darin, daf3

in diabetischen Gefiallen die Intimaverdickung wesentlich starker war, mehr
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extrazelluldare Matrix angesammelt war und die Zahl der Mastzellen wesentlich
hoher war. Im folgenden Text werden die typischen strukturellen Eigenschaften
von wachsenden Kollateralgefille allgemein beschrieben, und zwischen
stoffwechselgesunden und diabetischen Tieren werden Unterschiede besonders

hervorgehoben werden.

4.1 Wachstum der Kollateralgefdfie

Kollateralgefi3e werden im Verlauf einer relativ kurzen Zeit signifikant grofler: die
Wand verbreitert sich, und das Lumen wird weiter. Kollateralgefaf3e erh6hen ihren
Diamter von 30-50 um fast bis zum Zwanzigfachen ihres Ausgangsdurchmessers.
Dieses Wachstum ist charakterisiert durch die Bildung einer Neointima, die
Fragmentierung der internen Membrana elastica und das Auftreten von Mitosen in
den verschiedenen Schichten des Gefiles 14 18 19, Der Wachstumsprozess beginnt
ungefahr 2 Wochen nach Implantation des Konstriktors, er ist ausgesprochen
aktiv nach 4-8 Wochen und nimmt dann wieder ab. Drei bis vier Monate nach
Konstriktorimplantation ist das Wachstum beendet. In zahlreichen fritheren
Untersuchungen wurde festgestellt, dal die Schwellung des Ameroid, des
Materials, das Fliissigkeit aufnimmt und den GefdB3verschluss hervorruft,
ungefihr 10-15 Tage stattfinden muB, bis eine Okklusion wirklich stattfindet . Es
wurde friither bereits nachgewiesen, dafl wiahrend des Entstehens der Stenose der
Wachstumsprozess in Gang gesetzt wird und auf diese Art und Weise eine gewisse
Restdurchblutung iiber die Kollateralgefiafle immer gewéhrleistet ist. Bei normalen
Hunden wurden in der subepikardialen Schicht kleine Kollateralgefdf3e gefunden,
die den Arteriolen entsprechen. Diese konnen bei Bedarf proliferieren. Nur so 1463t
es sich erkldren, dafl in den hier untersuchten Herzen ein Myokardinfarkt nicht
nachweisbar war obwohl der Konstriktor verschlossen war. Ein zeitliches
Gleichgewicht zwischen der Geschwindigkeit des Verschlusses wund der

Stimulierung des Wachstums 146t sich aus diesen Fakten ableiten.
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Dieser komplizierte Mechanismus beruht auf der Beteiligung verschiedener
Zellarten und verschiedener Mediatoren20 9, dh. die speziellen zelluldren
Funktionen wie Proliferation, Migration und die Produktion von extrazelluldrer
Matrix konnen durch verschiedene Faktoren vermittelt werden, wie (z.B. platelet -
derived-growth-factor (PDGF), der von Thrombozyten und den glatten
Muskelzellen synthetisiert wird. PDGF stimuliert die glatten Muskelzellen zur
Migration, dadurch kommt es zur Expression von insulin-like growth-factor-1 (IGF-
1) in den Muskelzellen. Diese Faktoren konnen die Zellen zur Proliferation anregen,
d. h, sie wirken mitogen. Wenn PDGF und IGF-1 zusammenwirken, wird ihre

Einfluss erheblich verstarkt 21.

Angiotensin II fordert eine neointimale Proliferation nach einer Gefalverletzung
wie z.B. bei Ballondilatation der Koronararterien. Die Studien von Rakugi et al
weisen darauf hin, dall Angiotensin-converting-enzyme-Hemmer (ACE- Hemmer)
diesen Prozess reduzieren. Dies bedeutet, dafl eine Hemmung von vaskuldrem

ACE moglicherweise eine wichtige Rolle bei der Prevention von Restenosen nach

PTCA spielt 22,23,

Dagegen verursacht Endothelin-1 aus Zellen des Endothels oder den glatten
Muskelzellen die Ausbildung von Restenosen nach PTCA 24,

Ein weiterer Wachstumsfaktor, der in vielen Zellen gebildet und gespeichert wird
und mitogen auf Endothelzellen und den glatten Muskelzellen wirkt, ist basic
fibroblast-growth-factor (bFGF). Dieser gehort zur Familie der heparinbindenden

Wachstumsfaktoren und ist in der extrazelluldren Matrix zu finden 25,

In einer Publikation wurde uber die Mastzellen als eine bedeutende Quelle fiir basic
fibroblast growth- factor berichtet, welcher eine wichtige Rolle fiir die Form und
Gestaltung der Adventitia der wachsenden Kollateralen hat 26,

Transforming-growth-factor- (TGF-B) ist im normalen Herz und in den
Kollateralregionen vorhanden. TGF-B beeinflusst die Zellproliferation 16, AuBerdem

ist er ein wichtiger Regulatur der Matrixproduktion. Er stimuliert die Produktion
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von Proteoglycanen, Kollagenen und Fibronektin, und auch die Expression der

entsprechender Rezeptoren wird von TGF-8 reguliert 21,27,

Interleukin-I (alpha und beta) wird von Monozyten und Makrophagen produziert.
Eine lokale Injektion von IL-1 steigert die vaskuldre Permeabilitdt und verursacht
eine Leukozytenemigration 28. In diesem Zusammenhang wurde bereits auch in
einer Studie 29 darauf hingewiesen, daB Interleukin-I-3 die Expression von
Adhésionsmolekiilen in den glatten Muskelzellen induziert, so da3 Anlockung von

Monozyten und Neutrophilen in die Kollateralgefdf3e ermoglicht.

Tumor necrosis factor o (TNF-a)) wird gleichfalls von Monozyten und Makrophagen
produziert und spielt eine Rolle bei dem anfinglichen Entziindungsprozess. Er
unterdriickt die Proliferation der Endothelzellen, steigert die Produktion von andere

Zytokinen und stimuliert die Kollagenproduktion der Fibroblasten 30,

Auller diesen Mediatoren und Wachstumsfaktoren, die alle auf irgendeine Weise bei
der Ausbildung der Neointima beteiligt sind, wird auch der extrazellularen Matrix
eine grolle Bedeutung zugeschrieben. Die extrazellulare Matrix umgibt die glatten
Muskelzellen. Dabei spielen die Integrine, Proteine, die in der Zellmembran der
glatten Muskelzellen vorhanden und fiir die Verankerung von extrazelluldrer

Matrix an der Zellmembran zustdndig sind, eine wichtige Rolle 31,

Das Wachstum der Kollateralen erfolgt durch Mitosen von Endothelzellen, glatten
Muskelzellen und Zellen der Adventitia, besonders von Fibroblasten. Ausgelost wird
der Wachstumsprozess durch die Erhéhung der Scherkrifte in dem plétzlich durch
den Verschluss einer Koronararterie iiberlasteten Kollateralgefifl. Diese
tangentialen = Scherkrifte sind Ausloser fiir die Aufregulierung der
Adhésionsmolekiile in den Endothelzellen, die die Adhédsion von Leukozyten am
Endothel bewirken 17. Das wachsende Gefif3 ist also in der Anfangsphase des
Wachstums einem konstanten mechanischen Reiz ausgesetzt, der auch eine
Entziindungsreaktion in der Adventitia auslosen kann. So erkliart sich das

vermehrte Vorkommen von Leukozyten in der GefaBBiwand und in der Adventitia
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und das Vorkommen von Mastzellen. Diese bewirken eine weitere Stimulation des
Entziindungsprozesses durch Freisetzung von Histamin. Dieser Vorgang wird erst
beendet sein, wenn die Gefidlle grofler geworden sind, wenn die Wand an Volumen

zugenommen hat und dadurch die Scherkrifte wieder abnehmen.

Bei diabetischen Hunden waren diese Verhéltnisse noch deutlicher ausgeprégt,
auch die Anzahl der Mastzellen war hoher in der Adventitia. Dieser Zustand ist
eventuell vergleichbar mit dem Wachstum der glatten Muskelzellen bei Hypertonie

und Diabetes mellitus beim Menschen oder experimentellen Tieren 20,32,

4.2 Die Neointima und Media

Wie bereits einleitend gesagt wurde, ist eines der auffallendsten Charakteristika
des Kollateralwachstums das Auftreten einer Neointima, wodurch die Gefal3wand
an Dicke zunimmt, das Lumen aber nicht verschlossen wird ,was sich auch im
Verlauf unserer Untersuchungen bestitigt hat 9:33. Wir haben in der Neointima 2
bis 6 Zellschichten gesehen. Die Neointima bestand aus einer immer breiter
werdenden Schicht aus extrazellulirer Matrix mit glatten Muskelzellen, die
unregelméflig angeordnet waren, und die keinen regelméifligen Verlauf aufwiesen.
Sie waren aullerdem kleiner als die glatten Muskelzellen der Media. Die Media
selbst verlor ihren regulidren Aufbau und bestand in vielen KollateralgefaB3en nur
noch aus einigen zirkuldr angeordneten und vielen zum Lumen des Gefilles
hingewendeten Muskelzellen. Diese waren typischerweise grofler als die Zellen der

Neointima.

Mitosen wurden hauptséchlich in der Neointima gefunden, aber nicht in der Media.
Diese Beobachtung spricht dafiir, daf} die glatten Muskelzellen aus der Media in die
Intima auswandern, migrieren, und sich dort erst teilen , diese Befunde wurden von
anderen Autoren auch bestitigt 34. Ob alle Zellen der Media zuerst migrieren und
dann proliferieren oder ob sie zuerst proliferieren und dann migrieren, wurde in

zahlreichen Studien untersucht. Clowes und Schwartz haben in ihrer Studie
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festgestellt, dal} die Halfte der proliferierenden Zellen in der Neointima vor der
Proliferation aus der Media wandern . M. M. Kockx 35 hat nachgewiesen, daB die
glatten Muskelzellen in der Media zuerst proliferieren und dann in die Intima
migrieren. Unter diesen Umstédnden und der Tatsache, dall der Zeitpunkt der
Proliferation nicht immer beweisbar ist, vermutet man, daBl die glatten
Muskelzellen der Media auf unterschiedliche Art und Weise mit Proliferation und
Migration antworten. In einer Studie, die bei Gefidflen des Hundeherzens
durchgefithrt wurde, haben diese Autoren aullerdem verschiedene Typen von
glatten Muskelzellen festgestellt, von welchen nur einige die Fihigkeit zur
Proliferation haben 36, In unseren Untersuchungen haben wir die Proliferation
hauptsidchlich in der Neointima beobachtet, so dall wir davon ausgehen kénnen,
daBl die glatten Muskelzellen zuerst migrierten und dann proliferierten. Deshalb
zeigte die Media in vielen Gefédllen einen unregelméfligen Aufbau, die Zellen waren

zum Lumen hin orientiert, und die Anzahl der Muskelzellen war reduziert.

Die Migration der Muskelzellen wird durch extrazelluldre Matrixproteine gefordert.
Nach einer anfianglichen Entziindungsphase, die durch Infiltration von
entziindungshemmenden Zellen in die Intima gekennzeichnet ist, kommt die
Proliferationsphase, die mit einer Auflosung der extrazellularen Matrix einhergeht.
Die Auflosung geschieht durch die von den glatten Muskelzellen sezernierten
Matrixmetalloproteinasen 8. Die extrazellulire Matrix der GefiBwand ist eine
Komponente, die fiir die mechanische Stabilitéat der Zelle sorgt. Die Interaktion der
Zellen, Differenzierung, die Proliferation und die Migration geschehen unter ihrem
Einfluss 37, und die extrazellulire Matrixproteine spielen bei der Ausbildung einer

Neointima eine bedeutende Rolle.

Die extrazellulare Matrix, die die glatten Muskelzellen umgibt, 16st sich bei der
Entstehung der Neointima auf. Dadurch wurden die glatten Muskelzellen
angeregt, Matrixproteine zu synthetisieren, und es kam wiederum zur Stimulation
der glatten Muskelzellen, die daraufhin proliferierten 38, Libby et al. schlugen ein

“Kaskaden- Modell” vor. Durch jegliche Form von Gefaflwandschédigung wurden in
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Makrophagen und glatten Muskelzellen Zytokine und Wachstumsfaktoren
produziert, die eine Antwort der Muskelzellen im Bezug auf DNA-Synthese,
Migration und Bildung von Matrixproteinen zur Folge hat 39. Die Migration ist erst
moglich nach Auflésung der Basalmembran, mit der die Zellen iiber die Integrine an
den extrazelluliren Proteinen verankert sind 40. Die Integrine stellen die
Verbindung zwischen intrazelluldaren Strukturen (Zytoskelett der Zelle) und
extrazellularen Matrixproteinen dar. Die Integrine sind fiir die Zellstabilitdat sehr
wichtig. Die Integrine sind in ihrem Aufbau sehr vielfiltig und bestehen aus a- und
B-Untereinheiten, deshalb haben sie auch unterschiedliche Funktionen 41. B1-
Integrine konnen die Adhéision von glatten Muskelzellen tiber Fibronektin
(Matrixprotein) und Laminin (Bestandteil der Basalmembran) fordern, und B3-
Integrine spielen bei der Migration der glatten Muskelzellen eine Rolle 42,
Elektronenmikroskopisch wurde haufig beobachtet, dal die Basalmembran der
glatten Muskelzellen teilweise oder vollig fehlte, weil die Basalmembran durch
migrierende glatte Muskelzellen unter der Mitwirkung einer Metalloproteinase (Typ
IV Collagenase) aufgelost wurde. Jedoch konnen nur die Zellen migrieren, die vom
synthetischen Phinotyp sind 43. Die Zellen der Intima wiesen wesentlich
zahlreichere Zellorganellen wie Mitochondrien, rauhes endoplasmatisches
Retikulum und Golgi-Apparate auf, wihrend die Myofilamente weitgehend fehlten
und werden in Ubereinstimmung mit Glukhova 44 als Zellen vom "synthetischen
Phéanotyp" bezeichnet. Ein weiteres Merkmal ist die longitudinale Anordnung dieser
Muskelzellen im Gegensatz zu den zirkuldr verlaufenden normalen glatten
Muskelzellen 45, Dies wird durch unsere Ergebnisse bestitigt. Die Syntheserate fiir
Proteine ist in den Zellen vom '"synthetischen Phinotyp" stark erhoht 46:47,
Unterschiedliche Proteine miissen in diesen Zellen wieder synthetisiert werden, ehe
diese glatten Muskelzellen als normale Zellen vom "kontraktilen Phanotyp" zur

Kontraktion des Geféal3es beitragen konnen.
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4.3 Desmin und Vimentin

Die akute Wachstumsphase der Kollateralen ist durch Wachstum und Mitose der
individuellen glatten Muskelzellen in der Intima gekennzeichnet. Die Muskelzellen
der Intima zeigen einen Mangel an Desmin und statt dessen eine starke
Expression von Vimentin was ein weiterer Hinweis auf die Tatsache ist, daf} die
Muskelzellen einen proliferativen Phénotyp darstellen 46, In GefidBen im weiter
fortgeschrittenen Wachstumsstadium ist das Desmin jedoch wieder vorhanden,
und das Vimentin nimmt mengenméilig ab. Diese Situation entspricht den

normalen Geféallen und spricht fiir eine Beendigung des Wachstums.

Desmin und Vimentin gehoren zur Familie der "intermediate filaments", der
Intermediirfilamente mit einem Durchmesser von 12-15nm und sie sind,
zusammen mit Tubulin, die Hauptbestandteile des Zytoskeletts in Muskel- und
Mesenchymalzellen. Das Molekulargewicht von Desmin betrdgt 55 KD, und das
Molekiil besteht aus drei Doménen 48. Beide Filamentarten, Desmin und Vimentin,
werden in embryonalen Zellen exprimiert, aber in reifen glatten Muskelzellen
kommt hauptséiichlich Desmin und nur wenig Vimentin vor 4953, Desmin und
Vimentin kommen meistens als Homopolymerproteine vor, aber es konnte sein,
daB die beide auch in einem Filament vorkommen 54. In quergestreiften Skelett-
und in Herzmuskelzellen ist nur Desmin zu finden aber kein Vimentin, jedoch ist
Vimentin spezifisch fiir Endothelzellen, Fibroblasten und Fibrozyten 95556, Das
Expressionsmuster von Desmin und Vimentin bei wachsenden Kollateralen weist
auf eine Rekapitulation der Ontogenese im Verlauf der Entwicklung der glatten

Muskelzellen hin.

Eine Reduktion von Desmin und Vermehrung von Vimentin fand in “intimal
cushions" wiahrend des Verschlusses des Ductus arteriosus statt 57. Eine

Reduktion von Desmin ist bereits in den Muskelzellen in Kultur vorhanden 98.

Vimentin tragt als Komponente des Zytoskeletts wesentlich zur Stabilitat der Zelle

bei 99, jedoch ist seine Funktion noch nicht eindeutig gekldrt. Die Zellen der
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Adventitia der normalen Blutgefifle (inklusive der kleinen Blutgefille,
Endothelzellen und Fibroblasten) enthalten Vimentin. In den Kollateralgefif3en
tritt Vimentin in der Media auf. Diese Ergebnisse unterscheiden sich wesentlich
von den Befunden in den Koronarien. Vielleicht ist diese Synthese von Vimentin ein
Hinweis auf eine zelluldre Komponente entweder in den unreifen Muskelzellen der
Media und Subintima, oder in den modifizierten glatten Muskelzellen, die mehr zu

den Fibroblasten gehoren, als zu den glatten Muskelzellen.

Ein Anstieg von Vimentin und eine Abnahme von Desmin in den glatten
Muskelzellen der Portalvenen von Ratten mit steigender Druckiiberlastung im
linken und rechten Ventrikel wurde berichtet 60,61, Das gleicht unseren Resultaten
vom Wiederauftritt von Vimentin in der Media unter pathologischen Bedingungen.
Da die glatten Muskelzellen in Kultur fahig sind, Vimentin zu produzieren, und
vaskuldre glatte Muskelzellen Desmin und Vimentin in unterschiedlichen
Konzentrationen 9262 produzieren, vermuten wir, da die Anwesenheit von
Vimentin in den glatten Muskelzellen bei den wachsenden Kollateralgefiflen ein
Hinweis auf einen programmierten Prozess ist, der nach der Embryogenese

abgeschaltet wurde aber je nach Bedarf wieder aktiviert werden kann.

Vermehrtes Vimentin ist vielleicht eine Antwort auf die mechanische
Beanspruchung der Muskelzellen der Gefiafle. Wachsende Kollateralen werden
besonders im Anfangsstadium des Wachstums extrem gedehnt, eine Entlastung
tritt erst spater mit einer Dickenzunahme des Gefdfles auf. Es wére auch moglich,
daB Vimentin ein funktionelles Signal zur Vermittlung zwischen der Zellmembran
und dem Nukleus darstellt. Weitere, besonders in vitro Untersuchungen, sind zur

Klarung dieser Frage erforderlich.

Wie schon erwdhnt wurde, gehort Desmin zu den Intermediérfilamenten und tritt
im Muskelgewebe und in vaskuldren glatten Muskelzellen auf 63-66, Die relative
Konzentration von Vimentin und Desmin verdndert sich im glatten Muskelgewebe

50,60,67 gber in den Koronararterien fiarbt sich Desmin stark in der Media an.
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Die Funktion des Desmins gleicht der des Vimentins, sie besteht in der Vermittlung
von Signalen zwischen der Zellmembran und dem Nukleus 5968 und in der
Stabilisierung der Muskelzellen. Es gibt Untersuchungen, die auf Interaktionen
zwischen desminhaltigen Filamenten und den Zellkernen und vielleicht auch
Mitochondrien in den glatten Muskelzellen hinweisen 69. In den normalen
Blutgefiflen findet man kein Desmin im Endothel, die glatten Muskelzellen farben
sich jedoch intensiv an. In den wachsenden Kollateralgefda3en erkennt man Desmin
in der Media d.h. in reifen glatten Muskelzellen, aber im Intimalraum sind nur

wenige Zellen positiv fiir Desmin.

Desmin tritt in allen Z- Streifen der Myozyten und der Glanzstreifen auf 70,
Deshalb zeigte Desmin auch sehr deutlich die Verdnderungen der Myozyten in der
Niahe der Adventitia. Die Myozyten erschienen Kklein und degeneriert. Dieser
Befund wird durch ultrastrukturelle Beobachtungen bestéatigt. Es wird
angenommen, dafl die Myozyten im Verlauf des GefdBwachstums beschidigt
werden, dal} es sich sozusagen um einen "raumfordernden " Prozess handelt. Die
Pathologie dieser Myozyten ist begleitet von einer Entziindungsreaktion, gefolgt
von einem Reparaturprozess, der zu einer Zunahme der Breite der Adventitia und

ihrer zelluldren und ihrer Matrixbestandteile fiithrt 71.

4.4 Fibronektin und Laminin

Die Matrix der Neointima besteht aus den glatten Muskelzellen, die wesentlich
kleiner als die Muskelzellen der Media sind, und in vermehrte Matrix und
Kollagenfasern eingelagert sind. Laminin ist mengenmafig das wichtigste Protein
der Basalmembran 72,73, Laminin spielt strukturell und biologisch eine aktive Rolle
74, Im Gegensatz zu Fibronektin, das iiberall in der extrazelluliren Matrix
vorhanden ist und eine Matrix fiir zelluldare und fibrillire Komponenten im
Interstitium bildet 75,76, ist Laminin auf die Basalmembran von Endothelzellen,

Myozyten und den glatten Muskelzellen beschrankt 74,77,78,
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In vivo wurde die Rolle von Fibronektin bei der Angiogenese erstmalig bei der
Wundheilung geklart 7980, Clark et al 81 haben festgestellt, daB
Endothelzellproliferation von erhéhten Fibronektinsynthese in der Umgebung des
Gefalles begleitet ist. Die Kapillarendothelzellen beinhalten mRNA fiir Fibronektin,
82 und withrend der normalen Entwicklung kann dieses Protein in groBen Mengen
produziert werden 83. Die Bedeutung von Fibronektin fiir das Zellwachstum wurde
von Orly und Sato beschrieben 84, Bei Untersuchungen, die an Follikularzellen bei
der Ratten gemacht worden sind, waren ohne Fibronektin viele zweikernige Zellen
zu sehen. Nach Fibronektinzugabe wurden das Zellwachstum und die Mitose

gefordert, d.h. die Anzahl von den zweikernigen Zellen wurde verringert.

Es wurde auch beschrieben, dall Fibronektin an der Migration von den glatten

Muskelzellen in die Intimalen Kissen im Ductus arteriosus beteiligt ist 85.

Fibronektin und Laminin sind Proteine der extrazelluldren Matrix, und beide sind
auch Bestandteile der Basalmembran von glatten Muskelzellen und
Endothelzellen. Fibronektin ist aullerdem ubiquitér in der Matrix, in die strukturelle
Proteine wie die Kollagene eingebettet sind, vorhanden. Aus in vitro Versuchen ist
bekannt, daB Fibronektin Adhision und Migration von Zellen bewirkt 86 und daf es
eine Rolle bei der Blutkoagulation und Wundheilung spielt 75 79 80, Ahnlich ist die
Funktion von Laminin, so dal} beide Proteine eine bedeutende Rolle fiir die

Regulierung des zelluldren funktionellen Verhaltens spielen.

Die Basalmembran wird im Verlauf des Kollateralwachstums durch
Metalloproteinasen abgebaut 8 wodurch die Adhésion der Zellen weitgehend
aufgehoben ist und eine groBlere Beweglichkeit der Zellen ermoglicht wird. Die
Migration von glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima ist auf diese Weise
moglich. Des weiteren besitzt die extrazelluldare Matrix der wachsenden Gefialie zu
Beginn des Wachstums kaum Kollagene, am Ende des Reifungsstadiums sind diese
jedoch in groBBerer Menge vorhanden. Vermutlich werden auch die schon

vorhandenen Kollagenfibrillen zu Beginn des Wachstums abgebaut, und auf diese
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Art wird die Matrix zu einer Substanz, in der die glatten Muskelzellen leicht
migrieren konnen. Kollagene sollen das Wachstum von GeféaBlen hemmen, und so
ist das vermehrte Vorkommen von Kollagenen im reifen Gefdll mit zwei Faktoren
zu erkldren: Beendigung des Wachstumsprozesses und Erhohung der Stabilitat der
Gefalwand. In reifen Kollateralgefiflen ist die Basalmembran um die glatten
Muskelzellen wieder intakt, ein weiterer Hinweis auf die Beendigung des

Wachstumsprozesses.

Die Interaktionen zwischen Fibronektin und Kollagen 87:88 und ihre Rolle bei der
Wundheilung nach den myokardialen Verletzungen ist bereits von verschiedenen
Studien bekannt 8993, Auf die Bedeutung von Fibronektin fiir die
Kollagenablagerung haben Kleinmann 9495 und McDonald 9697 hingewiesen. Das

stimmt mit der unseren Beobachtungen iiberein.

Es ist interessant zu beobachten, dall sowohl die Bildung einer Neointima, mit
anfianglich erhohter und spéter erniedrigter Dichte von glatten Muskelzellen mit
verdanderter Proteinexpression als auch eine vermehrte Bildung extrazellularer
Matrix, wie sie in Kollateralgefdf3en beobachtet wird, auch in Gefdflen mit frithen
Stadien der Arteriosklerose oder bei restenosierten Geféalen nach Ballondilatation
beobachtet wird 98, Die vaskulidre glatte Muskulatur proliferiert in der Media, und
die Muskelzellen wandern in die Intima und in den Subendothelialraum ein. Fiir die
Entwicklung von Gefaflerkrankungen jeglicher Art ist ein Ungleichgewicht

zwischen dem Wachstum fordernden und hemmenden Faktoren verantwortlich.

Anscheinend verfiigt ein Gefdll mit seinen drei Schichten nur iber ein begrenztes
Repertoire in seiner Reaktionsfihigkeit auf Stimuli, Noxen oder mechanische
Beschidigung und wird immer dhnlich reagieren. Im Gegensatz zu den Modellen
mit vaskuldrer Beschidigung wie z.B. bei Ballondilatation, hort jedoch der
Wachstumsprozess 8 Wochen nach Konstriktorimplantation bei den Kollateralen

auf, und das Gefal} ist nicht verschlossen, sondern gréfler geworden.
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4.5 Rolle der Ischdmie

Durch die langsam entstehende Stenose einer Koronararterie entsteht eine
Sauerstoffunterversorgung im davon abhingigen Gewebe, eine Ischdmie in der
"area at risk"?. Diese Situation fithrt zu einer maximalen Vasodilatation, die den
Druckgradienten iiber kleine priexistierende Kollateralverbindungen zwischen der
linken absteigenden Koronararterie und dem stenosierten Ramus circumflexus um
ein Mehrfaches erhoht und eine Zunahme des Flusses iiber diese Verbindungen und
damit eine erhohte Perfusion bewirkt. Wie bereits diskutiert, vergroflert der
erhohte “Flow” in den Kollateralen den "shear stress" in den Gefdllen, was zur
Expression von Adhisionsmolekiilen und zur Anhaftung von Monozyten fiihrt.
Diese enthalten zahlreiche Wachstumsfaktoren. Durch diese hdmodynamischen
Veranderungen wird das Wachstum der Kollateralgefifle stimuliert, die
GefaBwinde verbreitern sich, und das Lumen wird groBer 217-19, Besteht ein
Gleichgewicht zwischen der Verschlussrate des Ramus circumflexus und der
Wachstumsgeschwindigkeit der Kollateralarterie, so kann die Unterperfusion des
betroffenen Myokardareals kompensiert werden, d.h. es wird die Entstehung eines

Infarktes verhindert.

Ischdmie einer gewissen Stédrke entsteht nur im subendokardialen Gebiet des
minderperfundierten Myokards, nicht jedoch an dem Ort des GefaBBwachstums, d.h.
an der epikardialen Oberfliache, so daBl Ischidmie als direkter Stimulus fir das

Kollateralwachstum ausgeschlossen werden kann.

4.6 Mastzellen

Vor 100 Jahren beschrieb Paul Ehrlich erstmals die Mastzellen. Ihre Rolle im
Myokard ist immer noch nicht klar. Jedoch nimmt man an, daf} sie eine wichtige

Rolle bei der Proliferation der neuen Gefil3en spielen 99,

Die Mastzellen werden meist mit den basophilen Granulozyten zusammen

erwihnt, weil die beide in ihrer Struktur und Funktion sehr dhnlich sind, obwohl die
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Mastzellen sich im Bindegewebe des gesamten Korpers und die Basophilen nur im

Blut befinden.

Beide sind in der Lage, bei der Degranulation Histamin und andere Mediatoren

freizusetzen, und zwar in einer Menge, die in wenigen Minuten zum Tode fiihren

kann 28,

Es ist noch nicht ganz geklart, welche Herkunft der Gewebsmastzellen haben. Es
wird vermutet, daf sie von bisher noch nicht klassifizierten Stammzellen aus dem
Knochenmark abzuleiten sind, die in der Frithphase der Entwicklung aus dem
Gefdllsystem in das perivaskuldre Bindegewebe einwandern und hier eine

Zellreifung durchmachen 100,

Die Mastzellen sind durch zahlreiche metachromatische Granula im Zytoplasma
gekennzeichnet. Diese Granula haben eine charakteristische Ultrastruktur mit
dichten und kontrastreichen granuldren Anteilen und rollenartig geschichteten
lamelldren Strukturen. Das Zytoplasma enthidlt neben endoplasmatischem

Retikulum, einzelne Mitochondrien, einen Golgi-Apparat, Zentralkorperchen sowie

Mikrofilamente und Mikrotubuli.

Der Zellkern ist in der Regel oval und liegt exzentrisch. Die Mastzellen haben
wahrscheinlich auch in ausgereiftem Zustand eine gewisse Motilitat, durch die sie
in der Lage sind, Epithelien wie das Bronchialepithel zu durchwandern und in
Lumina auszutreten. Die Hauptaufgabe der Mastzellen ist die Produktion von

Mediatoren, die entziindliche Reaktionen steuern 100,

Die Mastzellen degranulieren, und die Granula setzen im Gewebe ihre vasoaktiven
Substanzen frei. Diese Reaktion kann nur stattfinden, wenn die IgE, die von
aktivierten B-Lymphozyten ausgeschieden werden, an spezifische Rezeptoren auf
der Oberfliche von in Geweben eingewanderten Mastzellen und von im Blut
zirkulierenden basophilen Leukozyten binden. Die derartig gebundenen IgE -

Molekiile wiederum dienen als Rezeptoren fiir das Antigen (Allergen): Antigen -
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Bindung stimuliert die Zellen dazu, massiv eine ganze Palette von biologisch
aktiven Aminen, besonders Histamin und bei einigen Arten auch Serotonin durch

Exocytose auszustoBen 101,

Die Schutzfunktion der Amine und damit der gesamten IgE - Antwort ist weniger
offensichtlich, man nimmt aber an, dall sie daran beteiligt sein konnte, weille
Blutzellen, Antikorper und Komplement-Komponenten den Weg zu und in

Infektionsherde im Gewebe zu bahnen.

Die typische Degranulation ist vermutlich ein immunologischer Mechanismus,

welcher zu einer anaphylaktische Reaktion fithren kann 28,

Auller Histamin und Serotonin sezernieren die Mastzellen auch andere Mediatoren,
wie platelet activating factor (PAF) und verschiedene Zytokine, z.B. den tumor
necrosis factor alpha 28, Die Mastzellen aktivieren auBerdem Phospholipide der

Zellmembran, die Leukotriene, und Prostaglandin, sowie PAF 102,

Die Mastzellen aktivieren weiterhin Metalloproteinasen und Stromelysin 103 sowie
Tryptase 104 Dies bewirkt eine Auflosung der extrazelluliren Matrix, und
ermoglicht die Penetration von Fibroblasten und Makrophagen in das entziindliche
Gewebe. Die Mastzellen spielen eine bedeutende Rolle fiir den entziindlichen
Prozess, der in der Adventitia stattfindet und notwendig fiir das Wachstum ist 105,
106, AuBerdem sind sie eine wichtige Quelle fiir basic-fibroblast-growth-factor

(bFGF), der fiir das "remodeling” der wachsenden Kollateralen bedeutsam ist 26,

Die Mastzellen sind bei der Angiogenese bei verschiedenen Formen der
GefaBiverletzungen beteiligt 107, Die jetzige Studie ist jedoch die erste Beschreibung

der Rolle der Mastzellen in der Vaskulogenese.

Mastzellen beinhalten das Antikoagulant Heparin, an das Histamin und Serotonin

gebunden sind 28,

Bei der Entstehung eines neuen Gefidlles konnen zwar alle diese Substanzen

potentiell eine Mitwirkung haben, aber es wird vermutet, dall Heparin eine
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wichtigere Rolle dabei spielt. Dies erkannte man erst bei einer Blockade der

Heparinfreisetzung 108,109,

Heparin ist der zuerst beschriebene Hemmer des  vaskuldren
Muskelzellwachstums, aber bis jetzt ist nicht bewiesen, ob es eine effektive
Pravention fiir die intimale Hyperplasie darstellt. Heparin ist eine heterogene
Substanz, die aus einer Mischung verschiedener Komponenten zusammengesetzt
ist, die unterschiedliche antiproliferative Aktivitdten zeigen. Diese Unterschiede
sind ausgepréigter bei hoheren Dosierungen. Weiterhin hat man festgestellt, das
eine zum Teil verringerte Sensivitdt fiir den Wachstumsinhibitor Heparin bei

Patienten mit Restenose oder schwere Arteriosklerose vorlag 110,

Heparin hat einen Antithrombineffekt, und Thrombin stimuliert die Aktivierung
von Platelet, und Platelet- derived growth factor. Diese stimuliert die Migration und

die Proliferation von glatten Muskelzellen 100,

Es gibt zwei Mastzelltypen: eine mit den dichteren und gréf3eren Granula, den TC-
Typ, die fiir Tryptase und Chymase positiv sind. Diese sind Haut und

Bindegewebsmastzellen 28,

Die anderen sind Mastzellen der Lunge und aus der Mucosa, die kleinere und
weniger Granula und weniger Histamin enthalten, sie sind mobiler und haben eine

kiirzere Lebensdauer, und sind als T-Typ bekannt d. h. Tryptase positiv 28.

Die Mastzellen in unseren Untersuchungen gehoren zum TC-Typ. Die Funktion
der Mastzellen ist allerdings immer noch nicht ganz gekliart. Moglicherweise sind
sie die Antwort auf eine akute Infektion, eine Funktion, fiir die sie perfekt

ausgestattet sind.

Bei unseren Untersuchungen haben wir festgestellt, dall die Adventitia verbreitert
war und Entziindungsreaktionen zeigte. Viele Fibroblasten befanden sich im

Zustand der Apoptose, andere waren in Mitose. Die Mastzellenanzahl war bei 8-
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wochig okkludierten Hunden grofler, als bei den 4-wochig okkludierten, bei den
diabetischen Hunden war ihre Anzahl noch Hoher.

Im Rahmen unsere Beobachtungen kam es in einigen Fillen vor, dal auch 4
Wochen nach Konstriktorimplantation die Mastzellen vermehrt auftauchten. Wir
vermuten, daf} dies eine Folge des Wachstumsprozesses des Gefalles ist und dal3

dieser individuell unterschiedlich ablaufen kann.
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4.6.1. Histamin

Histamin gehort zu den vasoaktiven Aminen und wird in den Granula der
Mastzellen und Basophilen gespeichert. Histamin ist in fast allen Geweben
vorhanden und ist einer der ersten Mediatoren, die bei einer Infektion freigesetzt
werden. Bei einer akuten Entziindung verursacht Histamin eine Erweiterung der
Arteriolen mit einer Permeabilitatssteigerung der Gefaflwande, und ermdoglicht auf
diese Weise den Zustrom von Leukozyten, Antikorpern und Komplementfaktoren
zum Infektionsherd. Am Endothel der Kapillaren und der Venolen kommt es zu
einer Erweiterung der Interzellularspalten zwischen den Endothelzellen. Die
Wirkung des Histamins ist von kurzer Dauer, da es innerhalb von 15 bis 30
Minuten abgebaut wird. Aus neutrophilen und eosinophilen Granulozyten wird fiir

diesen Abbau eine Histaminase mit desaminierender Wirkung freigesetzt 28,100,

Histamin verursacht nach einer Gewebsalteration eine sich rasch erschopfende
Kontraktion glatter Muskelfasern. Dadurch entsteht eine initiale Ischamie. Nach
etwa 2 bis 3 Minuten bildet sich eine GefaBerweiterung mit Dilatation der
Arteriolen und Venolen. Es entsteht eine aktive Hyperdmie mit Erhohung der

Durchblutung des Reaktionsbereiches 28,100,

Histamin kann also zu einer Kontraktion oder Dilatation fithren. Ob die Gefidf3e mit
einer Kontraktion oder eine Dilatation antworten, hingt von der Dosis und von der
Physiologie des Rezeptors ab. Die Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig
klar. Mediatoren, zu denen Histamin gehort, sind potente (wirksame) Molekiile,
welche schon bei niedriger Dosierung toxisch wirken konnen. Eine allgemeine
Freisetzung von Histamin durch alle Mastzellen des Korpers verursacht, wie

bereits oben erwihnt, einen anaphylaktischer Schock 28,
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4.6.2. Serotonin

Serotonin oder 5-Hydroxytryptamin(5-HT) gehort gleichfalls zu den vasoaktiven
Aminen. Serotonin ist in den Mastzellen, weiterhin in Thrombozyten, in der
Darmmukosa, und in den enterochromaffinen Zellen (diese Zellen bilden Serotonin,
das u.a. die glatte Muskulatur der Blutgefidf3e und der Darmwand zur Kontraktion
veranlasst) und im Zentralen Nerven System gespeichert 28 Im Rahmen unserer
immunzytochemischen Untersuchungen haben wir in den Mastzellen auller

Histamin auch Serotonin in kleinen Mengen festgestellt.
Die vaskuldre Wirkung dhnelt derjenigen des Histamins.
-Venose Durchlassigkeit ( erhohte vaskulédre Permeabilitit).

-Arterielle Kontraktion und arterioldre Dilatation, aber mit verstirkter Tendenz

zur Kontraktion (Gefahr von "vasospasm").

Der Name Serotonin deutet auf eine Serumsubstanz, die einen erhohten Druck
verursacht. Serotonin hat eine Eigenschaft, die bei Histamin fehlt, es stimuliert

Fibroblasten. Serotonin ist bekannt als Mitogen fiir Fibroblasten28,

Serotonin wird schnell durch Monoaminoxidase abgebaut, welche in vielen Zellen

unter anderen in Monozyten und im Endothelium vorhanden ist.

4.7 Veranderungen bei Diabetes mellitus

Die wichtigste langfristige Komplikation des Diabetes mellitus sind
Gefallschadigungen. Die Verdnderungen der Gefdalle entsprechen der
Arteriosklerose, die auch beim Nichtdiabetiker vorkommt, aber beim Diabetiker
frither beginnt. Die diabetischen Verdnderungen sind abhingig vom Ausmal} der

Hyperglykéamie.

Pathologisch-anatomisch handelt es sich um eine Verdickung und

Strukturverdnderung der Basalmembran kleinster GefdBle. Prinzipiell werden
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durch die diabetische Mikroangiopathie alle kleineren Blutgefifle geschadigt, jedoch
sind die GefdBlveranderungen der Netzhaut des Auges und der Glomeruli in den

Nieren klinisch von besonderer Bedeutung 10-12,

Yokota et al 111 untersuchten die KoronargefiBe diabetischer Patienten und
stellten eine deutliche Abweichung von der Norm fest. Die Kapillaren waren
unregelméflig angeordnet und waren relativ klein. Es machte den Anschein, als ob
sie sich verjiingten und schlieBllich verschlieBen wiirden. Diese strukturellen
Veranderungen waren in ihrer Stdrke abhéngig von der Dauer des Bestehens des
Diabetes. Verschiedene Faktoren wurden erwédhnt, um diese Veridnderungen zu
erklaren, besonders aber die Dickenzunahme der Basalmembran und die
Degeneration der Perizyten. Die Verdnderungen, die wir in den wachsenden
Kollateralgefdflen der diabetischen Hunde beobachtet haben, bestiatigen die
Befunde von Yokota und konnen deshalb als fiir Diabetes spezifisch angesehen
werden. Bei Diabetes erfolgt eine Ablagerung von den verschiedensten
Polysacchariden und von Matrixproteinen, so dafl in der Intima eine Art Fibrose

entsteht, die weiter zur Verengung des Lumens beitragen kann.

Diabetische Gefidlle sind dadurch charakterisiert, dafl sie schlechter dilatieren
konnen als die Gefdfle von normalen Tieren. Bei der Kompensierung dieser
Funktionsstorung konnen Prostaglandine eine wichtige Rolle spielen. Diese konnen
bei allen Sidugetieren in allen Organen synthetisiert werden. Sie wirken
vasodilatorisch und sind im Entziindungsprozess in der Spatphase der
Permeabilitatsstorung wirksam. Prostaglandine hemmen die Bildung von

Thrombozytenaggregaten und die Thrombusbildung.

Diabetische Erkrankungen zeichnen sich weiter durch eine verdnderte
Thrombozytenfunktion aus. Da Thrombozyten verschiedene Wachstumsfaktoren
enthalten, stellen sie einen wichtigen Regulator der GefiaBBwandhomdoostase dar.
Am langsten bekannt ist der Platelet-derived-growth-factor (PDGF), ein von
Thrombozyten gebildetes Polypeptid, das insbesondere auf glatte Muskelzellen und
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Fibroblasten eine mitogene (proliferationsfordernde) und chemotaktische Wirkung
hat. An der Endothelldsionstelle bilden sich Thrombozytenaggregate, die PDGF
abgeben. Dariiber hinaus weil man heute, dall derartige Wachstumsfaktoren
nicht nur von Thrombozyten gebildet werden, sondern auch von anderen Zellen,
insbesondere Makrophagen. Eine gesteigerte Thromboxan (TX-2) Produktion ist
charakteristisch fiir Diabetes. Die Hauptwirkung von Thromboxan 2 besteht in
einer Forderung der Thrombozytenaggregation und einer Vasokonstriktion. Daher
rithrt seine Bedeutung fiir den Verschluss kleiner Gefdfle nach Schiadigung von
Geweben 112,113, Schon kleine GefidBendotheldefekte kénnen den Thrombozyten-

Mechanismus in Gang setzen.

Pogatsa et al berichteten iiber eine Storung der Vasodilatation bei diabetischen
Patienten, und diese Einschrinkung konnte auch bei den hier vorliegenden

diabetischen Gefiflen vorhanden seinl14,

Intimale Traumata der Koronargeféa3e und Thromboxanfreisetzung vermindert die
Prostacyclinsynthese, besonders des vaskulidren PG12. Es ist moglich, daf3 die
Mastzellen eine Rolle in diesem Prozess spielen, da bekannt ist, da} sie neben der
Aktivierung von Leukotrienen und den Phospholipiden der Zellmembran auch
Prostaglandine aktivieren kénnen 114, Insofern mag die erhéhte Anzahl von
Mastzellen in den diabetischen GeféaBlen als Kompensationsmechanismus fiir

verminderte Vasodilatation aufgefasst werden.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Mechanismus des Wachstums von
Kollateralgefaf3en im Koronargeféaf3system des Hundeherzens und der Einfluss von
Diabetes mellitus auf diesen Prozess untersucht. Bei stoffwechselgesunden und bei
diabetischen Hunden wurde eine Stenose und spétere Okklusion des R.
circumflexus der linken  Koronararterie @ durch  Implantation eines
Ameroidkonstriktors hervorgerufen. Vier bis neun Wochen nach der
Konstriktorimplantation wurden die Tiere unter Narkose getotet und die
makroskopisch auf der epikardialen Oberflache des linken Ventrikels sichtbaren
Kollateralgefafle entnommen. Die Gewebsproben wurden entweder in
Glutaraldehyd fiir die Elektronenmikroskopie fixiert oder sie wurden eingefroren fiir
die Immunzytochemie. Es wurden nur Kollateralgefifle entnommen, wenn der

Konstriktor vollig verschlossen war und ein Infarkt nicht vorlag.

Die Befunde der Elektronenmikroskopie wurden systematisch von jedem Gefal3
fotografisch erfasst und tabellarisch ausgewertet. Die wichtigsten Befunde sind:
Das Wachstum der Kollateralen erfolgt iiber die Bildung einer Neointima, die die
GefaBBwand verdickt und eine Vergroflerung des Lumens erlaubt. Mitosen von
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Zellen der Adventitia, besonders von
Fibroblasten, werden haufig beobachtet, desgleichen Apoptosen. Adhéision und
Einwanderung von Leukozyten, besonders von Monozyten, ist ein haufig
beobachtetes Phédnomen. Die Intima besteht aus modifizierten glatten
Muskelzellen vom synthetischen Phénotyp. Die glatten Muskelzellen der Media
sind nicht mehr zirkulédr angeordnet, sondern die Media zeigt einen desorganisierten
Aufbau. Zwischen den Zellen der Neointima befindet sich extrazelluldre Matrix, und
diese ist bei den Gefdflen von diabetischen Tieren verdickt. Immunzytochemische
Untersuchungen zeigten, dafl diese Matrix hauptséachlich aus Fibronektin und

Laminin besteht.
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An semidicken Epon-Schnitten wurde das Vorkommen von Mastzellen erfasst und
quantitativ ausgewertet. Es ergab sich, dal} bei den diabetischen Tieren signifikant

mehr Mastzellen in der Adventitia vorhanden waren.

Diese Befunde fiihrten zu folgender Hypothese: Das Wachstum der Kollateralen
erfolgt durch Mitosen von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Zellen der
Adventitia, besonders von Fibroblasten. Ausgelost wird der Wachstumsprozess
durch die Erhohung der Scherkréifte in dem plotzlich durch den Verschluss einer
Koronararterie iiberlasteten Kollateralgefal3. Diese tangentialen Scherkrifte sind
Ausloser fur die Aufregulierung der Adhésionsmolekiile in den Endothelzellen, die
die Adhésion von Leukozyten am Endothel bewirken. Das wachsende Gefil3 ist
also in der Anfangsphase des Wachstums unter einem konstanten mechanischen
Reiz ausgesetzt, der auch eine Entziindungsreaktion in der Adventitia auslosen
kann. So erkliart sich das vermehrte Vorkommen von Leukozyten in der
GefaBBwand und in der Adventitia, und so erklidrt sich das Vorkommen von
Mastzellen. Diese bewirken eine weitere Stimulation des Entziindungsprozesses
durch Freisetzung von Histamin. Dieser Vorgang wird erst beendet sein, wenn die
Gefalle groBler geworden sind, wenn die Wand an Volumen zugenommen hat und
dadurch die Scherkrifte wieder abnehmen. Fibronektin und Laminin haben eine
direkte Wirkung auf die Adhision, Migration und Proliferation der glatten
Muskelzellen, und die Vermehrung dieser Proteine in der Neointima wiirden die
besonders starke Wanddickenzunahme der Kollateralgefaf3en bei Diabetes mellitus

erklaren.

Bei diabetischen Hunden waren diese Verhéltnisse noch deutlicher ausgeprégt,
auch die Anzahl der Mastzellen war hoher als bei nicht-diabetischen Tieren. Dieser
Zustand ist eventuell vergleichbar mit dem Wachstum der glatten Muskelzellen bei

Hypertonie und Diabetes mellitus beim Menschen.

Der Wachstumsprozess bei koronaren Kollateralgefaflen ist demjenigen bei

Restenose nach PTCA strukturell dhnlich. Der Unterschied liegt jedoch darin, daf3
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die Proliferation und die Wanddickenzunahme bei der Restenose so weit gehen, daf
das Gefdll schliellich vollig verschlossen ist, wihrend bei dem
KollateralgefaBwachstum der Prozess in einem bestimmten Stadium aufhort, das
Gefal} offen bleibt und seine Leitungskapazitiat so erhoht ist, dafl die Entstehung

eines Myokardinfarktes verhindert wird.
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Auf den Seiten 87-98 befindet sich die Tabelle 3. Diese enthilt die semiquantitative

Auswertung aller licht- und elektronenmikroskopischen Bilder.

Kont.: Kontrolle n: normal

Diab.: diabetischer Hund /: fehlt

Prap. Nr.: Praparatnummer +: leicht verandert
L.E.I.: Lamina Elastica Interna ++: stark veréndert
Wo.: Wochen A: Artefakt

Unsere Gewebeproben fiir die Kontrollgruppen stammen von den

stoffwechselgesunden Hunden ohne Konstriktor.
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7. Tabelle 3
Merkmale | Hund.Nr. |Prap.Nr. | Endothel .E.L | Intima | Media | Adventitia
Kont. 5 A9116 n n n n n
Kont. 6 A9117 n n n n n
Kont. 6 A9118 n n n n n
Kont. 6 A9119 n n n n +
Diab. 7 A9122 n n n n ++
Diab. 7 A9123 n n n n ++
Diab. 7 A9124 + n n n ++
Diab. 8 A9125 n ++ ++ ++ ++
Diab. 8 A91251 ++ ++ ++ ++ ++
Diab. 8 A91252 ++ ++ ++ ++ ++
Diab. 8 A91253 / ++ ++ ++ ++
Diab. 8 A9126 ++ ++ ++ ++ ++
Diab. 8 A91262 ++ ++ ++ ++ ++
Diab. 8 A91263 ++ ++ ++ ++ ++

Lichtmikroskopie, 4 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. |Prdap.Nr. | Endothel .E.I | Intima | Media | Adventitia
Koll. 1 D202 n n n n +
Koll. 1 D203 n n n n n
Koll. 1 D204 n n n n ++
Koll. 1 D205 + n n n ++
Koll. 2 D206 / + / ++ ++
Koll. 2 D207 n ++ + ++ ++
Koll. 2 D208 n + + ++ ++
Koll. 2 D209 n / / ++ ++
Koll. 2 D210 n n n n n
Koll. 2 D2102 + n n n /
Koll. 2 D211 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 D212 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 D2122 ++ n ++ ++ ++
Koll. 2 D213 n n n ++ ++
Diab. 4 D216 n n n ++ ++
Diab. 4 D217 + n n +
Diab. 5 D218 + + + ++
Diab. 5 D219 ++ ++ ++ ++ ++
Diab. 5 D220 + ++ ++ ++
Diab. 5 D221 n n +
Diab. 5 D222 ++ ++ ++ ++ ++
Diab. 5 D223 n ++ + n ++
Diab. 5 D224 / / ++ ++
Diab. 5 D225 + ++ + +
Diab. 5 D226 ++ ++ ++ ++ ++
Diab. 5 D227 / ++ ++ ++ ++

Lichtmikroskopie, 8 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. |Prdap.Nr. | Endothel | L. E . I | Intima | Media | Adventitia
Diab. 1 D1824 ++ + ++ ++ ++
Diab. 1 D1825 ++ ++ ++ ++
Diab. 1 D1826 + ++ ++ ++ ++
Diab. 1 D1828 ++ ++ + ++ ++
Diab. 2 D1829 + + + + +
Diab. 4 D1830 ++ + ++ ++ ++
Diab. 4 D1832 n n n n /
Diab. 4 D1833 + n n n +
Kont. 6 D1834 n n n n n
Kont. 6 D1836 n n + n +
Kont. 6 D1837 n n n n n
Kont. 6 D1838 + + + + +
Kont. 6 D1839 + + n n +
Kont. 6 D1840 n + + +
Kont. 6 D1841 n / n n n

Lichtmikroskopie, 9 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. |Prdap.Nr. | Endothel | L. E . I | Intima | Media | Adventitia
Diab. 7 D1843 + + n n n
Diab. 7 D1845 / / / ++ ++
Diab. 7 D1846 n n n n /
4 Wo.

Kont. 9 D1850 + + n n +
8 Wo.

Kont. 10 D1853 n n n n n
Kont. 10 D1854 n + + n +
Kont. 10 D1855 n + n n n
Kont. 10 D1856 n n n n n
Kont. 10 D1857 n n n n n
Kont. 10 D1858 n n n n n
Kont. 12 D1859 n n n n n
Kont. 12 D1860 n n n n n
Kont. 12 D1861 / + + + +
Kont. 12 D1863 + / + n +
Kont. 12 D1864 + / n + n
Kont. 12 D1866 + / + n +

Lichtmikroskopie, 4 WO.
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Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel .E.IL | Intima | Media | Adventitia
Kont. 1 1591p40 n n n n n
Kont. 1 1585p25 n n n + /
Kont. 11 1587p22 n n n n /
Kont. 11 1588p18 n n n n /
Kont. 9 1585p36 n n n n /
Kont. 9 1585p32 n n n + /
Kont. 9 1585p16 n n n n /
Kont. 9 1585p28 n n n n n
Koll. 8 A912640 ++ ++ ++ / /
Koll. 8 A912624 ++ ++ ++ / /
Koll. 8 A912621 ++ ++ ++ / /
Koll. 8 A912620 / / / ++ ++
Koll. 8 A91267 / / / ++ /
Koll. 8 A91263 ++ ++ ++ / /
Koll. 8 A91261 ++ ++ ++ / /
Koll. 8 A912638 ++ ++ ++ ++ /
Koll. 8 A912626 ++ ++ ++ / /
Koll. 8 A912624 ++ ++ ++ ++ /
Koll. 8 A912617 + + /
Koll. 8 A912615 n / /
Koll. 8 A91265 ++ ++ ++ / /
Koll. 9 A912540 ++ ++ ++ / /
Koll. 9 A912539 / / / / ++
Koll. 9 A912526 ++ ++ ++ / /
Koll. 9 A912521 ++ ++ ++ / /
Koll. 9 A912519 / / / / ++
Koll. 9 A912513 / / / ++ ++
Koll. 9 A912512 ++ ++ ++ / /
Koll. 9 A912510 / / / / ++

Elektronenmikroskopie, 4 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel .E.L [ Intima | Media | Adventitia
Kont. 7 A912440 n n n n /
Kont. 7 A912436 / / / n n
Kont. 7 A912430 / / / n /
Kont. 7 A912428 n n n n /
Kont. 7 A912424 n n n n n
Kont. 7 A912417 n n n n /
Kont. 7 A912414 / / / n n
Kont. 7 A912313 / n n n /
Kont. 7 A91238 n n n n /
Kont. 7 A91235 + n + + /
Kont. 7 A91232 / / / + +
Kont. 7 A912232 + n + + +
Koll. 6 A911930 n n n + /
Koll. 6 A911928 / / / ++ /
Koll. 6 A911926 n n n ++ /
Koll. 6 A911921 n n n ++ /
Koll. 6 A911820 n n n + /
Koll. 6 A911840 / / / ++ /
Koll. 6 A911833 n n n + /
Koll. 6 A911916 n n n + /
Koll. 6 A911919 n n n + /
Koll. 6 A911929 / / / + n
Koll. 6 A911938 n n n ++ /
Koll. 6 A911940 n n n ++ /
Koll. 6 A91194 n n n + /

Elektronenmikroskopie, 4 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel .E.L [ Intima | Media | Adventitia
Koll. 1 D20240 + n n / /
Koll. 1 D20237 + n n n /
Koll. 1 D20234 n n n n /
Koll. 1 D20432 n n n n /
Koll. 2 D2105 n n n n /
Koll. 2 D2102 / / / n n
Koll. 2 D21140 A / + + /
Koll. 2 D21135 A + + + /
Koll. 2 D21132 / / / ++ /
Koll. 2 D21131 A+ n + /
Koll. 2 D21126 / / / +
Koll. 3 D2132 A n ++ ++ /
Koll. 3 D2131 A n ++ ++ /
Koll. 3 D21323 A n + ++ /
Koll. 3 D21320 A + ++ ++ /
Koll. 3 D2134 A n + ++ /
Koll. 3 D2133 A n + ++ /
Koll. 3 D21440 n n n n /
Koll. 3 D21437 + n n n /

Elektronenmikroskopie, 8 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel .E.IL | Intima | Media | Adventitia
Diab. 4 D21728 n n n + /
Diab. 4 D21726 n n n + /
Diab. 5 D21817 / / / ++ /
Diab. 5 D21914 ++ / ++ ++ /
Diab. 5 D21912 ++ / ++ / /
Diab. 5 D21936 ++ / ++ / /
Diab. 5 D21932 + / ++ / /
Diab. 5 D21927 ++ / ++ / /
Diab. 5 D21925 / / / ++ ++
Diab. 5 D21922 / / / / ++
Diab. 5 D21920 ++ / ++ ++ /
Diab. 5 D22110 ++ / ++ / /
Diab. 5 D2218 + + + + /
Diab. 5 D2216 ++ / ++ ++ /
Diab. 5 D22139 + + + + /
Diab. 5 D22134 ++ / ++ / /
Diab. 5 D22132 + / ++ ++ /
Diab. 5 D2218 / / + ++
Diab. 5 D2216 + / + + /
Diab. 5 D2213 ++ / ++ / /
Diab. 5 D22425 / / / / ++
Diab. 5 D2262 / / / + +
Diab. 5 D22640 ++ / ++ / /
Diab. 5 D22638 ++ / ++ / /
Diab. 5 D22635 / / ++ ++ /
Diab. 5 D22634 / / / ++ ++
Diab. 5 D22631 ++ / ++ / /
Diab. 5 D22629 ++ / ++ ++ /
Diab. 5 D22625 / / / ++ ++
Diab. 5 D22617 ++ / ++ / /
Diab. 5 D22614 / / / ++ ++
Diab. 5 D22611 A / ++ ++ /
Diab. 5 D22610 / / / ++ /
Diab. 5 D2267 / / / / ++
Diab. 5 D2263 / / / ++ ++
Diab. 5 D2261 / / / / ++

Elektronenmikroskopie, 8 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel .E.IL | Intima | Media | Adventitia
Koll. 4 183928 ++ n ++ ++ ++
Koll. 4 183921 ++ n ++ ++ ++
Koll. 4 183915 ++ n ++ ++ ++
Koll. 4 183913 ++ / +4 ++ ++
Koll. 4 183910 ++ n ++ ++ ++
Koll. 4 18398 ++ n ++ ++ ++
Koll. 4 18395 ++ n ++ ++ ++
Koll. 4 18394 ++ + ++ ++ ++
Koll. 7 183933 ++ n ++ ++ ++
Koll. 7 183930 / / / / ++
Koll. 7 183927 ++ + ++ ++ ++
Koll. 7 183923 ++ n ++ ++ ++
Koll. 7 183925 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 184012 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 18409 / / / ++ ++
Koll. 2 18404 ++ ++ ++ ++ ++
Koll. 2 184022 ++ n ++ ++ ++
Koll. 2 184020 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 184040 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 184035 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 184030 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 184028 ++ n ++ ++ ++
Koll. 2 184036 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 184039 ++ n ++ ++ ++
Koll. 2 184033 ++ n ++ ++ ++
Koll. 2 184030 ++ n ++ ++ ++
Koll. 2 184028 ++ + ++ ++ ++
Koll. 2 184017 ++ n ++ ++ ++
Koll. 2 184015 / / / / ++
Koll. 3 184210 n n n + /
Koll. 3 18434 / / / + +4+
Koll. 3 18431 / / / + +4
Koll. 3 184337 / / / + ++

Elektronenmikroskopie, 8 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel .E.L | Intima | Media | Adventitia
Kont. 6 D183439 n n n n /
Kont. 6 D183438 n n n /
Kont. 6 D183436 + + + n /
Kont. 6 D183433 n + + n /
Kont. 6 D183432 + + + + /
Kont. 6 D183431 / / / n n
Kont. 6 D183412 n n n n /
Kont. 6 D18349 n n n + /
Kont. 6 D18346 / / / + +
Kont. 6 D18345 n n n n /
Kont. 6 D183629 n n n + /
Kont. 6 D183627 / / / + n
Kont. 6 D183625 n n n n /
Kont. 6 D183623 n n n n n
Kont. 6 D183619 n n n n n
Kont. 6 D183615 n n n n /
Kont. 6 D183612 n n n n n
Kont. 6 D18367 n n n + n
Kont. 6 D18365 / / / + n
Kont. 6 D18364 / n n n n
Kont. 6 D183640 n n n n /
Kont. 6 D183732 n n n n n
Kont. 6 D183730 / / / n n
Kont. 6 D183824 / n n n +
Kont. 6 D183816 / / / / +
Kont. 6 D183940 +A + + / /
Kont. 6 D183938 +A + + n /
Kont. 6 D183935 +A n n / /
Kont. 6 D183933 + + + / /
Kont. 6 D183929 / / / n +
Kont. 6 D183925 / / + + +
Kont. 6 D183921 / / / + +
Kont. 6 D183912 + + + / /
Kont. 6 D18395 n + n n /
Kont. 6 D18392 + + + / /
Kont. 6 D184020 / / / n +
Kont. 6 D184018 + / + + /
Kont. 6 D184016 n / n + /
Kont. 6 D184014 / / / + +
Kont. 6 D184112 / / / n n
Kont. 2 D182923 n n n n /
Kont. 2 D182922 n n n n /

Elektronenmikroskopie, 9 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. | Préap. Nr. | Endothel | L. E . I | Intima | Media | Adventitia
Diab. 7 D184338 n n n n /
Diab. 7 D184626 n n n /
Diab. 7 D184624 + + n /

Elektronenmikroskopie, 4 Wo.

Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel | L. E . I. | Intima | Media | Adventitia
Diab. 1 D182840 + ++ ++ ++ /
Diab. 1 D182831 + + ++ / /
Diab. 1 D182829 / / / ++ ++
Diab. 1 D182827 ++ + ++ ++ /
Diab. 1 D182429 + + ++ /
Diab. 1 D182428 / + ++ n /
Diab. 1 D182425 + + ++ / /
Diab. 1 D182424 ++ + ++ ++ /
Diab. 1 D182423 ++ + ++ ++ /
Diab. 1 D182435 ++ + ++ ++ /
Diab. 1 D182637 / / / / ++
Diab. 1 D182626 + + ++ ++ ++

Elektronenmikroskopie, 9 Wo.
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Merkmale | Hund.Nr. | Prap. Nr. | Endothel E. Intima | Media | Adventitia
Kont. 10 D185318 n n n + /
Kont. 10 D185316 + n n n /
Kont. 10 D185314 n n n n /
Kont. 10 D185310 + n n n /
Kont. 10 D18539 n n n n /
Kont. 10 D18536 n n n n /
Kont. 10 D18531 n n n n /
Kont. 10 D18547 n + + + /
Kont. 10 18545 n + + + /
Kont. 10 D18548 n n n n /
Kont. 10 D185435 n + + + /
Kont. 10 D185428 + + ++ n /
Kont. 10 D185525 + n n + /
Kont. 10 D185522 + n n + /
Kont. 10 D185520 n n n + /
Kont. 10 D185538 / / / + /
Kont. 10 D185537 n n n + /
Kont. 10 D185635 A n n + /
Kont. 10 D185633 + n n / /
Kont. 10 D185632 n n n n /
Kont. 10 D185731 n n n n /
Kont. 10 D185730 n n n n /
Kont. 10 D185729 n n n n /
Kont. 10 D185728 n n n n /
Kont. 10 D185726 n n n n n
Kont. 10 D185723 n n n n /
Kont. 10 D185720 n n n n /
Kont. 10 D185817 n n n n /
Kont. 10 D185816 n n n n /
Kont. 10 D185815 n n n n /
Kont. 10 D185813 n + + n /

Elektronenmikroskopie, 4 Wo
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