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(Eingegangen am 15. August 1961) 

Im letzten Jahrzehnt haben Tr~nsplantationen ~m Gef~13-System zunehmende 
Bedeutung erlangt. Bei ihrer Entwicklung ist die moderne chirurgische Technik 
der biologischen Grundlagen~orsehung weir vorausgeeilt. Zwar hat die Histo- 
logie gezeigt, dab der Eingliederungsprozel~ eines Pflanzstiickes oft genug nicht 
nur zu dessen narbiger Substitution ffihrt, sondern unter Umsts ein wohl 
differenziertes Ersatzgewebe hervorbringt, das Iunktionell erstaunlich hochwertig 
ist. Doch fehlt bis heute eine Kl~rung der zugrunde liegenden biochemisehen 
Meehanismen. Daher haben wir versucht, die Neubildungsvorg~nge ~m homo- 
logen und Kunststoff-Imp]antat der Aorta yon der histoehemischen und bio- 
chemischen Seite her unter dem Blickpunkt der Wundheilung nigher zu ana- 
lysieren. Besonders interessier~ die Beteiligung der Mueopolysaccharide. Zudem 
erscheint d~s Arterientransplantat als giinstiges Studienobjekt ftir das noch nicht 
restlos gekl~rte Zusammenspiel yon Zellen, Grundsubstanzen und Fasern im 
waehsenden Bindegewebe iiberhaupt und speziell in verschieden alten und unter- 
schiedlieh hoehwertigen bindegewebigen Ersatzstrukturen. Somit erhi~ltunsere 
Fragestellung einen vorwiegend allgemeinbiologisehen bzw. allgemeinpatho- 
logischen Akzent. Um die bei der Wundheilung in bunter Vielfalt ~uftretenden 
gestaltlichen und chemischen Befunde besser zu verstehen, wollen wir yon den 
Verh~ltnissen ~n der normalen Aorta ausgehen. 

Untersuchungsgut 
Das Material verdanken wir der Liebenswiirdigkeit yon Herrn Priv.-Doz. Dr. G. CA~- 

S T ~ S ~  (Chir. Univ.-Klinik Wfirzburg, Direktor: Prof. Dr. W. WACRS~UT~). An fiber 
60 Hunden wurde in Intubationsnarkose ein Ersatz der Aorta abdominalis durchgeffihrt. Er  
erstreckte sieh mitunter yore Nierenarterienabgang bis zur Trffurkation. Teilweise wurden 
homologe Segmente und teilweise Teflonprothesen implantiert. Die homologen Pfl~nzstiicke 
waren bis zu ihrer operativen Verwendung meist mehrere Monate in dem schne]l h~rtenden 
Kunststoff Palacos gelagert worden. Diese Konservierungsmethode ( C ~ s T n ~ S ~ ,  CAI~ u. 
CARST~S~)  beruht auf dem yon der ~a tu r  her bekannten Prinzip des Einsehlusses yon 
Insekten in Bernstein 1. Bisher haben wir 40 Tiere mit  ~berlebenszeiten yon wenigen Tagen 
bis zu 2 Jahren naeh Operation untersuchen kSnnen. Die fibrigen Hunde leben noch und 
befinden sieh in gutem A]lgemeinzustand. 

* Ein Tell der Ergebnisse dieser Untersuchungen wurde am 8.6 .61 vor der Physico- 
Medica in Wfirzburg kurz vorgetragen. 

1 Dus Einbettungsmittel Palacos wurde uns dankenswe~erweise yon der Fa. Kulzer & Co 
in Bad Homburg zur Verffigung gestellt. 
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Methodik 

I. Akridinorange-Fluorochromierungen 
Nativschnitte (20 #) aus dem Aortentransplantat und aus der normalen Empf~ngeraorta 

wurden mit dem basischen Akridinorange (AO) gef~rbt. 
FarblSsungen: AO stand. Bayer oder AO ChromagesellschMt zu 0,01 in 100 em a Me 

Ilvaine-Gemiseh (1)EARSE), PH 4,0, gel6st. Verwendung der LSsung nach 24stfindigem Stehen 
bei Zimmertemperatur. F~rbedauer 15 rain. Auswaschen des fiberschiissigen Farbstoffs in 
farbfreier PufferlSsung, 10--20 min. Eindeeken in Pufferl5sung, sofortige Betrachtung unter 
dem Fluoreseenzmikroskop yon Zeiss in Verbindung mit einem Quecksilber-HSchstdruek- 
brenner Osram H BO 200. Erregerfilter an der Leuchte: I und II, BG 12, 2 • 3 mm; Sperrfi]ter 
am Okular: obere Filterscheibe II, OG 4, untere Filterseheibe I, GG 4. 

Alle Fluoreseenzbilder wurden auf Agfa-Color CK 20 aufgenommen. Belichtungszeiten: 
ohne Kondensorhilfslinse 40--80 sec, mit Kondensorhilfslinse l ~  see. Contax am Tragarm 
iiber dem Mikroskop, Photookular 9faeh. 

II. Chemische Untersuchungen 
Um zu priifen, welche Gewebssubstanzen der Aorta in qualitativer und quantitativer 

Hinsicht des Substrat der Gelb- bis Rot-Fluorescenz darstellen, wurden unfixierte Nativ- 
schnitte (30#) aus dem Transplantatbereich und vonder  Empf~nger-Aorta zunSchsteiner 
Bebriitung mit gereinigter l%ibonuklease und Hyaluronidase unterzogen 1. 

1. Die RN-ase-Verdauung der Sehnitte erfolgte in luftdieht absehlieSbaren Probegl~sern 
bei 37 o C und erstreekte sieh fiber versehieden lange Zeiten (s. Abb. 4 und 5). 

Zur Kontrolle der RN-ase-Wirkung wurde jedesmal auch ein Blindversuch angesetzt. 
Enzymproben: 4,9 ml Phosphatpuffer yon pH 7,0, 0,2 m; 0,1 ml 0,1%iger w~griger 

RibonukleaselSsung; 10 Gefriersehnitte. 
Mit dem Zeiss-Photometer haben wir die Extinktion jedes ~berstandes bei 260 mtz und 

bei 280 m# im UV-Lieht gemessen. Damit wurden die NucMns~urenspaltprodukte quanti- 
tativ elCagt. Die Sehnitte selbst wurden anschliegend mit AO gef~rbt und fluoreseenzmikro- 
skopisch beurteilt. 

2. Hyaluronidase-Verdauung von Nativsehnitten aus dem Transplanter und yon der 
Empf~nger-Aorta (Testeshyaluronidase ,,Kinetin", Sehering AG-Berlin), p~-Optimum 6,0, 
Temperaturoptimum 50 o C. 

LSsungen ffir die Verdauung: 
a) ,,Ges~uertes P r o t e i n " - -  eine 0,7%ige LSsung yon Rinderserumalbumin in 0,5 m 

Aeetatpuffer yon PH 4,2 wird mit 4 n HC1 versetzt, bis ein p~ yon 3,1 erreicht ist. 
Die LSsung wird in 5 ml-Portionen 30 rain lang im siedenden Wasserbad erhitzt, dann 

gekfihlt und eingefroren. Vor Gebraueh wird sic aufgetaut und 1:4 mit Aeetatpuffer (0,5 M; 
pH 4,2) verdfinnt. Ist die L6sung nieht Mar, mug sic dureh ein diehtes Mullfilter geschiekt 
und gereinigt werden. 

b) Enzyml6sung. 3 TRU ,,Kinetin" werden gelSst pro 1 ml eines 0,1 M Aeetatpuffers 
yon PH 6,0 mit 0,15 M NaC1 (=  0,1 MAP). 

Naeh ausgedehnten Vorversuehen konnte fiir die Verdauung versehieden lange ,,ein- 
geheilter" allo- und homoioplastiseher Aortentransplantate folgende Methodik als brauehbar 
ermittelt werden: 

Pro Zeitprobe wurden in einem Verdauungsgefag angesetzt: 2 ml Enzyml6sung bzw. fiir 
die Blindprobe 2 ml 0,1 MAP und 5 native Gdriersehnitte yon etwa 3 em L~nge, 30# Dieke 
und einem Gewieht yon je 5--6 rag. 

Bebrfitung bei 50 o C in luftdieht abgesehlossenen Gl~sern (zur Vermeidung yon Ver- 
dunstungen). 

Danaeh AO-Fluoroehromierung der Sehnitte. 

Das :Fermentpr~parat t%ibonuklease (A. Armour _Lot 381059, ehromatographiseh 
gereinigt) wurde nns freundlieherweise yon Herrn Dr. GV)rDLAC~, Physiologiseh-ehemisehes 
Institut der Universit/it Wfirzburg, zur Verffigung gestellt, wofiir wir ihm herzlieh danken. 
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Die iiberstehenden LTsungen wurden nach der Bebriitung mit je 3 ml ges. Protein versetzt 
und anschliel~end durch 2 Lagen Mull filtriert. 

Extinktion bei 350 und 400 m# (Glascuvetten). 
Auf~erdem nephelometrische Untersuchungen am Zeiss-Pulfrich-Photometer mit dem 

Filter L 1 (wirksamer Filterschwerpunkt bei 6150 4 ;  Durchl~ssigkeit am Filterschwer- 
punkt 85 %) gegen das Vergleichsglas 4 in l~eagenzgliisern mit 14 mm innerem Durchmesser. 

3. Itexurons~iure-Nachweis nach Z. DIS~3HE. Hierfiir wurde yon den Uberst~nden 1 cm a 
LSsung entnommen. Dieser LTsung werden 6 em a konz. H2SO ~ unter Kfihlung in Leitungs- 
wasser zugegeben. Erhitzen der Reaktionsmischung ffir 20 rain in kochendem Wasserbad. 
Dann Kiihlung in Leitungswasser. Zugabe yon 0,2 cm 3 einer 0,1%igen alkoholischen 
Carbazoll5sung. Bei Vorhandensein yon Hexurons~uren purpurrote F~rbung. ttexosen 
fiihren dagegen zu braunroter F~trbung. Die gef~rbten Reaktionsprodukte zeigen ein Ab- 
sorptionsmaximum bei 535 m#. 

Anschliel~end Extinktionsbestimmungen der ~berst~nde mit dem Beckman Ratio 
Recording Spectrophotometer (Scanning Time 1, Scale Expansion 1 • Range 0--1, Sensiti- 
vity 0/50). 

4. CaCl2-Extraktion van Nativsehnitten aus dem Transplantatbereich. Von jeder unter- 
suchten Aorta wurden jeweils 200 Gefriersehnitte (30 #) mit 50 em 3 CaC12-LSsung mindestens 
3 Tage lung inkubiert. DiMysieren der Extrakte gegen Aqua bidest., anschlieBend Lyophili- 
sieren. 

a) Hexosaminbestimmung nach ELSO~-Mo~GA~ in der Modifikation yon BoAs. Etwa 
5 mg Extrakt werden in 0,5 ml 5nHC1 4 Std lung bei 100 ~ C im Trockenschrank hydrolisiert. 
Auffiillen der Hydrolysate auf 5 ml, ~einigen mit Aktivkohle. Je 1 ml der Probe und der 
Testans~tze werden mit 4 n NaOH gegen PhenolphthMein MkMiseh gemacht (bis zur Rot- 
f~rbung) and mit 0,5 n HC1 bis zur Entf~rbung anges~uert. Zugabe yon 1 ml Aeetylaceton, 
Verschlul~ der Reagenzgl~ser, 45 rain bei 900 C im Wasserbad erhitzen. Nach Abkfihlen 
2,5 ml Athanol und naeh Mischen (Luftstrom) 1 ml Ehrliehs Reagens einfiillen. Noehmals 
Mischen, dann Volumen bis zur Marke 10 ml auffiillen mit Athanol. 1--2 Std nach Zugabe 
des Aldehydreagens wird die optisehe Dichte im Photometer ELKO mit Filter 53 abgelesen. 

b) Carbazol-Realction der Extralcte mit anschlieflender ExtinI~tion der LSsung im ELKO 
(Filter 53). 

e) Orcin.Realction zur Erfassung yon Hexosen und Glucuronsi~ure. Messung im ELKO 
(Filter 42). 2 ml der Test- bzw. der zu untersuehenden L5sung werden mit 2,0 ml Orcin- 
Sehwefels~ure-Reagens und 15 ml Reaktionssehwefels/~ure (im Eisbad) versetzt, mit Luft- 
strom gemischt und genau 15 min im Dunkeln in ein Wasserbad von 800 C gestellt. 10 min 
Kiihlung in Eiswasser. Naeh 15 min Stehenlassen bei Zimmertemperatur Messen gegen 
Leerwert im ELKO. 

Beobachtungen 

1. Histologische und  fluorescenzmikroskopische Befunde. I n  der Aorta  
abdominMis gesunder  H u n d e  sind ffir gewThnlich nur  geringe Mengen an  sauren 
MPS mi t  Alcianblau,  Toluidin-  u n d  Methylenblau  interfibrilli~r erkennbar .  I n  
AO-gefiirbten Na t ivschn i t t en  lassen sich die kollagenen u n d  besonders die elasti- 
schen Fasern  durch eine charakterist ische blaf3gelb-grfinliche Fluorescenz ein- 
drucksvoll  darstel len (Abb. l a ) .  Zwischen den Fasern  sind regelm~l~ig, besonders 
ira inneren  Dri t te l  der Aor tenwand,  mehr  odor minder  reichliche rot  fluores- 
cierende Subs tanzen  wahrzunehmen.  Dabei  ist die l~otfluorescenz fast immer  im 
subendothel ia len  Bereich der Langhansschen  Zellen am sti~rksten. Demgegen- 
fiber i~ndert sich die Intensiti~t der F~rbs tof f -Bindung zu den i~ul~eren Schichten 
der Media h in  insofern, als hier interfibri l l~r eine Orange- bis Gelb-Fluorescenz 
vorherrscht.  Die Zellkerne zeichnen sich im unf ix ier ten  Pr~para t  durch gelblieh- 
grfine Farbe,  im fixierten dagegen durch rote Fluorescenz ~us. 
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Abb. la, d. a NormMe Bauehao r t a  (Hund) .  Sam'e ?tIPS teils rot ,  tells orange, elastische Fasern  
blaBgelbgrtinlich fluorescierend. N a t i v e r  Gefriersehnit t ,  Acr idinorange.  b Aus der Neo in t ima  eines 
4 ~Voehen Mten homologen Aor t en t r ansp l an t a t s  (H. 17). An  sauren  MPS reiche Fibroblas ten  mi t  rot  
f luorescierendem Cytop lasma  (ira Bild oben) un4  hellgriinen Kernen .  Freie intercellulfi.re saure MPS 
(untere Bildh~lfte) und  in Organisat ion begriffenes Fibr in  (blaugriinlieh). Na t i ve r  Gefrierschnitt ,  
Acr idinorange.  e t tomologes  Aor t en t r ansp l an t a t .  J u n g e r  N[esenehymsehwamm an der Innensei te ,  
teils im  S tad ium tier intraeel lul~ren h ip  S-Synthese,  tells naeh  Abgabe  saurer  MP S i~ den extraeel lul~ren 
Raun~. I m  Bild un t en  die l angsam un te rgehende  alte Medi~ des Imp lan t a t s .  Na t i ve r  Gefriersehnit t ,  
Aer idinorange.  d 3 Monate nach  I m p l a n t a t i o n  eines homologen,  in Palaeos konserv ie r ten  Bauchaor ten-  
segments  (H. 3). oben:  zerfal lende Imp lan t a t -~ Ied i a  (innere l umennahe  Anteile);  un t en :  Ersa tz  der 

~ugeren  Mediabezirke du tch  e indr ingeudes  Granulat ionsgewebe,  das reich an  sauren  MPS 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 17 
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Alle Aortentransplantate zeigen nun ein vom NormMbild abweichendes und 
auch ein nnter sich - -  je naeh ihrer ~berlebensdauer - -  recht differentes Ver- 
hMten. Bereits 2--3 Tage nach Verpflanzung homologer Segmente nnd Teflon- 
prothesen li~Bt sich an deren Innen- und AuBenseite eine ziemlich kr~ftige Fibrin- 
schicht feststellen. Sie bildet in der Folgezeit eine Art Matrix ffir die sich ent- 
wickelnde Neo-Intima und Neo-Adventitia. Dabei entsteht zuerst eine oft 
mehrschichtige neue Endothellage. In der 2. Woche nach Operation treten dann 
auch in den tieferen Bezirken des bli~ulich fluorescierenden Fibrinfilms zahlreicbe 
geschwollene Fibroblasten auf, deren Kerne fluorescenzoptisch gelb-grfin er- 
seheinen (Abb. l b). Perinucle~r sieht man in zunehmendem MaBe purpurrot 
fluorescierende Substanzen, die sich sparer bis an die Zellperipherie ausdehnen. 
Sie haben z. T. kSrnigen Charakter, z. T. mehr diffus-homogene Form. Offenbar 
handelt es sich bei den Zellen mit homogen rot leuchtendem Cytoplasma aber 
doch nur um eine Scheinhomogenit~t, vorgeti~uscht durch besonders dichte 
Lagerung vieler einzelner Granula. Gleichzeitig setzen an der Transplantat- 
aui~enseite lebhafte mesenchymale Proliferationen ein, die starke Aktivit~t yon 
alkMischer Phosphatase nnd Phosphoamidase zeigen. Die alte Intima und die 
alte Adventitia homoioplastischer Implantate gehen schnell zugrunde. Dabei 
werden zahlreiche mit der PAS-Methode darstellbare Substanzen herausgel5st. 
Am Ende des 1. Monats ist schliel~lich bei artgleichen Pflanzstficken vom trans- 
plantierten Gewebe nur noch die ursprfingliche Media vorhanden, deren jetzt 
dicht aneinandergerfickte und zusammengesinterte elastische Fasern intensiv 
grfin fluorescieren. Die Rotfluoreseenz der neuen ]nnen- und AuBenschicht ist 
bald nicht mehr allein an cytoplasmatische Strukturen gebunden. Im Stadium 
der verst~rkten Zellproliferation liil~t sie sich genauso im extracellul~ren Raum 
feststellen (Abb. 1 c). Deshalb imponieren Neo-Intima und Neo-Adventitia jetzt 
als fast homogene AO-positive Schichten. Im Verlauf des 2. Monats entwickeln 
sieh innerhalb dieser diffus rot leuchtenden extraeellul~ren Stoffe feinste Fi- 
brillen, die z .T .  bfisehelf6rmige Anordnung und hellgelb-griinliche Fluoreseenz 
zeigen (Abb. 2). Etwa zur gleichen Zeit fi~l]t eine erneute Anreieherung PAS- 
positiver Stoffe in dem jungen Mesenchymsehwamm auf. Wi~hrend die PAS- 
Reaktion bei zunehmender Fibrillogenese noch etwas li~nger erhSht bleibt, t r i t t  
die initiale Rotfluorescenz mehr und mehr zuriiek. In 3--5 Monate alten Trans- 
plantaten iiberwiegen in der Neo-Intima und Neo-Adventitia wohlgeordnete 
Faserstrukturen, so dab sich das Fluorescenzbfld wieder dem einer normalen 
Arterienintima n~hert. Auch nimmt mit zunehmendem Alter der neuen Wand 
die Phosphatase- und Phosphoamidaseaktivit~t wieder ab. 

In den meisten homoioplastischen Transplantaten von 3--20 Monate Uber- 
lebenszeit finden wir partielle Substitution der alten, nur recht langsam in Form 
granul/~ren Zerfa]ls untergehenden Elastica der Media. Interessanterweise ist die 
bindegewebige Durchwaehsung der iiuBeren Mediasehiehten yon der Neo-Adven- 
titia aus ein regelmi~l~iges Vorkommnis in allen Transplantaten (Abb. 1 d). Da- 
gegen ist eine Substitution gleichzeitig aueh vou der Neo-Intima her nur in einigen 
F~llen erfolgt (Abb. 3a u. b). Der elastische Grenzstreifen, fluoreseenzoptisch als 
echte breite Lamelle hervortretend, scheint hier ein betr~chtliches Hindernis zu 
bilden. Bei den Tieren mit Teflon-Prothesen haben sieh die Innen- und Auf3en- 
schicht in der Regel wesentlieh eher durch die Kunststoffporen hindurch zu einer 
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Abb. 2a  u. b. a Neo- In t im~  fiber Teflon-Prothese 2 Monate  naeh  Implan ta t ion .  b 2 ) ' Ionate alte 
N e o - I n t i m a  eines homologen Imp lan t a t s .  Na t ive  Gefriersehnit te,  Acr id inorange  

Abb. 3a  u. b. Drei  Monate  altes homologes I m p l a n t a t .  Kr~f t ige  Neo- In t imo,  Subst i tut ion der a l ten 
Media. a Erha l tener  elastiseher Grenzstreifen,  b Ersa tz  der  ~u te rgehenden  Transp lan ta t -Media  yon 

der Neo-In~im~ arts naeh L~ision der Elastiea interna 

neuen  W a n d  vereinigt.  I m  Spgts tad ium - -  dazu reehnen wir in unseren Ver- 
suehen Uber lebenszei ten yon  fiber 1 J ah r  - -  sehen wir n u n  bei mehreren Tieren 
in  der neuen  Wand ,  u n d  zwar vorwiegend in  der Umgebung  der proximalen und  
distMen Nahtstelle,  In t imabeete ,  die dureh Anreieherung metaehromat iseher  und  

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 17a  
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AO-positiver Stoffe charakterisiert sind. Gar nicht selten bestehen Beziehungen 
soleher Herde zu Verkalkungsprozessen. Andere Bezirke fallen fluorescenz- 
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mikroskopisch durch eine mehr 
kleinfleekige hellrote oder braun- 
rote Tfipfelung auf. Sie erweisen 
sich bei stgrkerer VergrSgerung 
als Mastzellenansammlungen mit  
diehtgepackten AO-positiven Gra- 
nula. Nur  relativ selten sind in 
der alten Transplantat-Media, so- 
welt sie nicht durch junges Binde- 
gewebe ersetzt ist, freie rot-orange 
oder gelb fluorescierende Einlage- 
rungen vorhanden. Bei 5 Tieren 
fanden sieh schlieglich Verknorpe- 
lungszonen in allen Stadien, yon 
beginnender vesicu15ser Auflocke- 
rung mesenchymaler Zellen bis zur 
Ausbildung fertigen Faserknorpels, 
der sich nach Acridinorange-Be- 
handlung im UV-Licht purpurrot  
darstellt. 

2. Chemisehe Untersuehungen 
an Nativsehnitten von normalen 
Aorten und Aortentransplantaten. 
Auf Grund bekannter Befunde, 
theoretischer Uberlegungen und 
des Vergleiehs mit  den iibrigen 
histochemischen Methoden mfissen 
ffir eine chemisehe Bindung des 
basisehen AO saure Valenzen 
im nativen Aortengewebe ange- 
nommen werden. Wenn es aueh 
von vornherein nicht wahrschein- 
lieh war, dab dabei den Nuelein- 
s/iuren die Hauptrolle zuf/illt, so 
blieb doch mit  ehemischen Metho- 
den zu belegen, welehe Substanzen 
in den Aortentransplantaten dem 
besehriebenen Fluorescenzeffekt 
zugrunde liegen und warum dieser 
in den verschieden alten Pflanz- 
stiieken so starken Sehwankungen 
in der Farbskala zwischen Grfin 
und Rot  unterworfen ist. 

a) Das Ergebnis der Ribonuklease-Verdauung nativer Sehnitte zeigen die 
graphisehen Darstellungen (Abb. 4 u. 5). Sie wurden aus einer Vielzahl im Prin- 
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zip gleichartiger Kurven als Beispiel ausgew~hlt. Man mul~ bei der Beurteilung 
der Kurven 2 Vorg/~nge berficksichtigen, zun~chst die HerauslSsung des Sub- 
strats aus den Schnitten und dann den enzymatischen Substratabbau. Uberein- 
st immend zeigen die Extinktionen, dab beide Vorgi~nge fast ausschlie6lich inner- 
halb der ersten Stunden ablaufen. Konstant  ergibt sich in den ersten 5 - -15  rain 
ein ausgepr~gtes Maximum. DaB dies an der normalen Bauchaorta nicht so stark 
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Abb.  7. Hya luronidase-Verdauung der neuen W a n d  ~lm eine Tefloa-Pro~hese naeh 5 Wochen ~ b e r -  
l e b e n s z e i t .  E n z y m p r o b e ;  - - - - - -  B l i n d p r o b e  

hervortritt, mul~ offensiehtlich auf deren geringeren Gehalt an Nucleinsguren 
zuriiekgefiihrt werden. Wurden nun die Schnitte im Anschln6 an die Ferment- 
verdauung mit AO gef~rbt, so lieB sich, selbst nach 24 Std langer Bebrfitung, 
gegenfiber unbehandelten Ausgangspr~paraten yon der gleichen Transplantat- 
stelle nur eine geringe Abnahme der Rotfluoreseenz beobaehten. Das heil~t 
also, daft Nucleinsdiuren /iir die Rot/luorescenz tier Aorta praktisch keine Rolle 
spielen. 

b) Die Hyaluronidase-Verdauung yon Schnitten aus der Empf/s und 
aus versehieden alten Transplantaten ist in den Abb. 6 u. 7 dargestellt. Die Verdau- 
ung erfolgte im p~- und Temp.-Optimum des Ferments. Dementspreehend k o m m t  
die Wirkung des Enzyms  vor allem als eines substrataufspaltenden Agens deutlich 
zum Ausdruck. Wenn auch die aus der Messung der Fermentproben ermittelten 
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Werte nur Ausdruck ffir die Differenz zweier Vor- 
g~nge sind, so ist aus dem Vergleich mit  den bei 
den Blindproben gewonnenen Triibungswerten 
doch zu sehen, dab das Enzym HyMuronidase ein 
ffir sich spezifisches Substrat  vorfand, an dem es 
seine Wirkung entfalten konnte. Das belegen denn 
auch die nach der Bebriitung mit  AO gefarbten 
Schnitte. Bereits nach 30 rain sind die den Farb- 
stoff bindenden Substanzen zum gro~en Tell und 
nach 2 Std vollsti~ndig herausge15st (Abb. 8 a u. b). 
Wie zu erwarten, n immt die Rot-Fluorescenz in 
Schnitten, die zur Blindprobe verwendet wurden, 
wesentlich langsamer ab. 

Diese Versuchsreihe beweist klar, daft in tier 
Aorta und im Aortentransptantat saure M P S  die 
zur AO-Bindung notwendigen Gruppen lie]ern. 

c) Bei der Ausffihrung des Hexuronsgure-Nach- 
weises (nach Z. DIscgE) am -(~berstand bebrfiteter 
Gewebsschnitte liel~en sich saure MPS aufbauende 
Disaccharideinheiten zuns an einem Farb- 
umschlag der ReaktionslSsung in Purpurrot  er- 
kennen. Allerdings t ra t  bei einer grS~eren Ver- 
suchszahl bereits nach dem Kochen mit  S~ure 
eine gewisse rotbraune Komponente  auf, die be- 
weist, dal~ auch Itexosen und offenbar auch Pen- 
rosen in den ~]bersti~nden zu finden sind. Das 
muB als Hinweis auf das Mitvorhandensein neu- 
traler MPS in unseren Transplantaten gelten. Das 
durch Hexurons~uren hervorgerufene Purpurrot  
l~l~t sich - -  im Gegensatz zu anderen Sac- 
chariden - -  durch Zuffigen yon 2 cm ~ Aqua bidest. 
in wenigen Sekunden zum Verschwinden bringen. 
Sind dagegen Cystein und Glutathion in der 
LSsung bzw. im (]berstand, so steigert sich die 
Hexurons~ure-Farbintensit~t betrachtlich und die 
der l texosen und Pentosen sogar in noch sti~rkerem 
Grade. 

Die Carbazolreaktion kann zwar nicht Ms ab- 
solut spezifisch nur ffir Hexuronss gelten. 
Dennoch gibt sie uns, bei jedem Zeitwert unter 
genau gleichen Bedingungen ausgefiihrt und eine 
quMitativ s Zusammensetzung der ~ber-  
sti~nde vorausgesetzt, vergleichbare quanti tat ive 
Aufschlfisse fiber die aus den Aorten herausl6s- 
baren uronsi~urehaltigen Mucopolysaccharidsi~uren. 

d) Bei Anwendung yon Extra/ctionsver]ahren, 
wie der yon uns durchgefiihrten CaC1.2-Extraktion, 
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verliert man zwar die M6gliehkeit topographischer Aussagen. Daffir arbeitet 
man abet mit gr6geren Mengen und kann so einen noeh besseren Eindruek 
fiber die qualitativen und quantitativen Verh/~ltnisse gewinnen. Naeh Um- 
reehnung der Ergebnisse in Prozent, jeweils bezogen auf den dialysierten und 
lyophilisierten Extrakt ,  ergibt sieh folgendes: Die Transplantate weisen einen 
h6heren Hexosamingehalt auI als die jeweils zugeh6rigen Empf/ingeraorten. Dag 
die Differenz nieht in jedem Fall gleieh grog ist, hat eine Ursaehe darin, dag in der 
Naehbarsehaft des Transplantates auch fiber der Intima des Empfgngergef~ges 
noeh eine MPS-reiehe Auflage neugebildeten Bindegewebes vorhanden ist. Die 
Neo-Intima ist eben nieht aussehlieglieh auf den Transplantatbezirk besehr/inkt. 
Vielmehr sehiebt sie sieh v o n d e r  Empf/~ngeraorta her fiber die Nahtstellen auf 
das Pflanzstfick vor. 

Vergleieht man die aus versehieden alten Transplantaten erhaltenen Hexos- 
aminwerte untereinander, so ergibt sieh in den ersten Woehen naeh Operation 
ein hoher MPS-GehMt. Im weiteren Verlauf der Einheilung fgllt dieser abet 
verh/iltnism/igig raseh wieder ab. Das steht in roller iJbereinstimmung mit den 
histoehemisehen und fluoreseenzmikroskopisehen Befunden. Bei der Beurteilung 
der Hexosaminwerte mug natfirlieh die gewonnene Extraktmenge in mg pro 
200 Schnitte mitberfieksiehtigt warden, die einmM dureh die insgesamt extra- 
hierbare Substanzmenge, zum anderen dureh den Grad der I{einigung bei der 
Dialyse gegeben ist. 

Die Tabelle gibt die Ergebnisse der an den Extrakten durchgeffihrten Hexos- 
amin-, Carbazol- und Orein-Reaktionen wieder. Der Differenzwert der Carbazol- 
und Orein-Reaktion beinhaltet die Menge neutraler MPS, ferner die urons/~ure- 
freie Keratosulfatfraktion und anderweitig auftretende IIexosen, wie z. B. Mole- 
kfile, welehe die Brfieke zwisehen den einzelnen Einheiten der Kollagenfaserbfindel 
bilden. 

Eriirterungen 
Betrachtet  man zuni~chst rein die Morphologie unserer Fluorescenzbefunde, so 

fi~llt sehon an der normalen Aorta gesunder Tiere eine individuelle Schwan- 
kungsbreite hinsichtlich der Intensit~t des metachromatisehen Effektes auf. 
Dessen ganze bunte VielfMt tr i t t  aber erst - -  jetzt  allerdings in fast verwirrendem 
Ausmag - -  bei einer Gegenfiberstellung der Bilder am Empfiingergef~B und am 
Transplantat in Erscheinung. Selbst der Vergleich der Implantate untereinander 
ergibt betriichtliche Differenzen im morphologischen Aspekt. Dennoch kehren 
bestimmte Phi~nomene, aller Vielfalt zum Trotz, mit solcher Regelm~Bigkeit 
wieder, dag sie ohne weiteres als Ausdruck bestimmter Funktionszust~nde des 
Gef~Bgewebes - -  sei es im Rahmen des physiologisehen Erhaltungsstoffwechsels, 
sei es im Ablauf reparativer Wundheilungsvorg~nge oder im Zusammenhang mit 
regressiven Prozessen - -  gedeutet werden k6nnen. Freilich bedarf es einer Kli~- 
rung und Ordnung der topographischen, histogenetischen und biochemischen 
Beziehungen zwischen Zellen, Grundsubstanzen und F~sern. 

I. Die Fluorescenz-Phi~nomene als sto//wechselbiologisches ~quivalentbild 
in der normalen Aorta 

Unsere vergleichenden Enzymverdauungen und chemischen Befunde zeigen, 
dag neben der yon STRVGGEa betonten Bindung der Farbstoffkationen an das 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 175 
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Abb. 8a  u. b. Hyaluronidase-Verc lanung eines na t iven  Gefrierschnit tes  (homologes Aor ten t ransp lan ta t ,  
Pa]acos-Konserve) .  a 15 rain bebri i tet ,  we i tgehender  Sehwllnd -con AO-posi t iven Granula,  die vor  der 
E n z y l ~ v e r d a n u n g  in gro~er Menge u  b 1 Std bebrii tet ,  v611iger Schwund tier AO-Granu la  in 

N e o - I n t i m a  n n d  Neo-Advent i t i a  
Abb.  9a  u. b. Arts dem Wundrandgeb ie t  eines homologen Aor t en - Imp lan t a t s .  a S tarke  Qnellung und  
Anf loekerung sowie teilweise Zerfall -con Fasern.  E indr ingen  yon Fibr in  (blan). Reichliche saute  MPS 
(orange bis rot)  innerhalb  gelocker ter  Fasern  (BildInitte) u n d  u m  die Fasern.  b Gelb, orange und ro t  
f luoreseierende sanre MPS zwisehen ause inandergedr~ngten  Fasern  der l-Y[edia. ]~urze Formal in-  

f ixierung,  Acr idinorange 
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EiweiBmieellargerfist fiir den Mehrfarbeneffekt des Aeridinorange an der Aorta 
bestimmte ehemisehe Substrate im Gewebe eine Rolle spielen (vgl. G6ss~Eg, 
SCHI~VMMELFEDER, ZEIGER U. Mitarb., v. BERTALANFFY, STOGKINGER U.a.). 
Zun&chst einmal bedeuten die 2 Farbextreme in der Aorta - -  n~mlich die blasse 
Gelb-Grfin-Fluorescenz der Fasern und die intensive Rotfs der Lang- 
hansschen Zellen - -  eine nur geringe Menge zur Farbstoffbindung befs 
Substanzen in den ausgereiften elastisehen und kollagenen Fasern und demgegen- 
fiber eine groge Substratmenge in den Langhansschen Zellen. Die interstitielle 
Gelb- bis Orange-Fluoreseenz nimmt gewissermagen eine Mittelstellung zwisehen 
diesen beiden Extremen ein. Sie wechselt in ihrer Quantit&t und QuMit/~t und 
verringert sich mit einem zentrifugMen Gradienten zur Adventitia him Die 
chemischenAnMysen belegen, dab die Rottdnung der Aortenwand an das Vorhanden- 
sein yon sauren M P S  gebunden ist, freilieh ohne da6 wir deren 8 versehiedene 
Typen fluoreseenzoptisch zu differenzieren in der Lage sind. Demgegenfiber 
spielen in der normMen Arterienwand Nuc]eins/~uren f/it die Farbstoffbindung nur 
eine geringe, untergeordnete Rolle. 

In stoffweehselbiologischer Hinsieht besagen die Befunde, dab die Synthese 
der arteriellen sauren M P S  normalerweise vor allem in der Langhansschen Zell- 
schicht erfolgt. Von bier aus setzt ihr Weitertransport in adventitieller Richtung 
ein. Die dabei regelm/iNg zu beobaehtende stetige Abnahme des AO-Bindungs- 
verm6gens mug zwar in der Hauptsache Ms quantitatives Ph/tnomen gewertet 
werden. Dennoeh w/~re denkbar, dab die freien MPS bei ihrem Transport und 
beim Einbau in das Arterienwandgeffige auch eine •nderung in ihrem ehemisehen 
VerhMten durehmachen, die ihrerseits zumindest Teilursaehe der abnehmenden 
t~otfluoreseenz sein k6nnte. Diese Annahme finder eine gewisse Stfitze in Beob- 
achtungen an der Empf&ngeraorta nahe der Vern~hungsstelle mit dem Implantat,  
also in einem Gebiet, das dureh die Operation bzw. dureh die hier herrsehenden 
Wundverh&ltnisse alteriert ist. Man sieht hier zwischen mehr oder minder stark 
geschl/~ngelten Fasern eine intensive Gelb-, Orange- und Rotfluoreseenz neu auf- 
treten (vgl. Abb. 9), die vorher nieht erkennbar war und die wit als Ausdruek 
einer Loekerung des normMen Fasergeffiges mit L6sung yon Grund- und Kitt- 
substanzen deuten m6ehten (Kno~I~EoI~,  SCHALLOCK). Die Farbdifferenzen 
sind u. E. vom jeweiligen Erhaltungsgrad und dem damit znsammenh&ngenden 
Poly- bzw. Depolymerisiemngszustand der Grundsnbstanzen abh&ngig. Darauf 
soll sp/~ter noch n~her eingegangen werden. 

Das Fluorescenzbild der normMen Bauchaorta vermittelt  uns einen ungef/~hren 
Eindruck fiber das Ausma[3 physiologischer Umsetzungen yon Grundsubstanzen 
im Sinne yon Austausch, Abbau und Neusynthese im Rahmen des Erhaltungs- 
sto//wechsels. Bestimmungen der Umsatzrate dureh Einbau yon 35 S()4 haben fiir 
Hyaluronss eine HMbwertszeit yon 2--4 Tagen (SCHILLEI~ U. Mitarb., LAYTON 
u. Mitarb.), ffir Chondroitinsulfat eine solehe yon 8--14 Tagen ergeben. IJber die 
am Umsatz beteiligten Enzyme (Mueopolysaeeharidasen) sind unsere Erkennt- 
nisse Mlerdings vorerst noeh reeht gering. Doeh darf als gesiehert gelten, dab die 
Aortenwand keines/alls etwa ein sto//wechseltriige8 Gewebe ist. In der gesunden 
Aorta abdominMis bildet unter den sauren MPS Chondroitinsulfat (das freilich 
an Tr&gerproteine gebunden ist) den weitaus grSBten Anteil. Dann folgt mit 
Abstand HyMurons&ure. Die restlichen Typen maehen zusammen nur eine geringe 
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Menge aus. Interessanterweise haben wir in der Normalaorta Mastzellen, die 
bekanntlieh als Hauptbfldner des Heparin gelten, nieht finden k6nnen. 

Neben den sauren MPS kommt nun in der normalen Aorta eine Anzahl yon 
Kohlenhydrat-Protein-Komplexen ( =  neutrale MPS) vor (K. ME~R,  WASSEm 
MANN, JORPES U. YAMAStIINA, BANGA). Sic unterliegen ebenfalls einem st/indigen 
Ab- und Wiederaufbau. Von den sauren MPS unterseheiden sie sich dureh ihren 
sehr niedrigen oder fehlenden Gehalt an Urons/iuren und Estersulfaten. Die 
Kohlenhydrat-Komponente ist bei ihnen sehr lest mit dem Protein als Zueker- 
Eiwei6-Komplex verbunden. Histoehemiseh sind sie mit der PAS-Reaktion 
darstellbar. Ihr  Gehalt an Neuramins/iure (GOTTSCI-IALK, KLENK) erkl/irt, dag 
es sieh nieht um ehemiseh neutrale Molekfile handelt. 

II. Das /unktionelle Zusammenspiel von Zellen und Grundsubstanzen 
bei der Wundheilung nach Aortentransplantation 

Die bisherigen Befunde sagen nun aber noch nichts fiber den n/iheren Hergang 
solcher physiologischen Ab- und Umbauprozesse in der Aorta aus. Dartiber wissen 
wit bis jetzt  reeht wenig. Die meisten Ergebnisse wurden durch chemische oder 
physikalische Aufarbeitung von Fasern gewonnen, die aus dem Gewebsverband 
isoliert waren. Die auf solehe Weise analysierten Stoffe kSnnen aber u. E. zun/ichst 
nur als ehemiseh-physikalische lZeaktionsprodukte zwischen den jeweils benutzten 
Agentien und den isolierten Fasern bzw. deren Bausteinen angesehen werden. 
Das gilt besonders fiir die verschiedenen Kollagenformen (LINDNER U. Mitarb., 
GRASSMA~ U. Mitarb., Kth~N u. Mitarb.). Die eigentliehen Entwieklungsabl/iufe 
lassen sieh indessen am besten im embryonalen Bindegewebe oder bei reparativen 
Prozessen verfolgen. Wir haben desha]b versueht, in einer Serie yon Experi- 
menten eine grSBere Reihe dieht aufeinander folgender Stadien der Entwieklung 
einer Aorten-Ersatzwand zu erhalten. Das Zusammenspiel yon Grundsubstanz- 
MPS und Fibrillogenese rfiekt gewiB die Zellen in den Mittelpunkt der Betraeh- 
tung. Es bleibt aber zu kl/iren, ob die Zellen ledig]ieh Bildungsort sind oder ob sie 
darfiber hinaus eine wiehtige Stellung als Kontroll- und Steuerorgan ffir einen 
gerichteten Stofftransport einnehmen und evtl. aueh transformatorische Auf- 
gaben zu erffillen haben. 

Die Eingliederung yon Kunststoff-Prothesen und homologen Segmenten in 
eine Arterie vollzieht sich nach den biologischen Gesetzen der Wundheilung, wie 
wir an anderer Stelle ausffihrlieh dargelegt haben (CAIN, CAIN u. CAI~STE~SE~). 
Das yon der gewShnlichen Wundheilung Abweichende liegt darin, dab zwisehen 
lebendes Gef/iggewebe ein nicht vitales Pflanzstfick eingesehaltet ist. Wenn auch 
der Blutstromwirkung die entscheidende Rolle als Gestaltungsfaktor fiir die 
endgtiltige Ausdifferenzierung einer neuen Ersatzwand zukommt, so k6nnen 
doch yon der Eigenart homologer Transplantate zus/itzliehe Impulse zumindest 
auf den Ablauf der frfihen Wiederherstellungsphase ausgehen. Die einzelnen 
Phasen ]assen sieh bei der ttomoioplastik in zeitlieher Reihenfolge folgender- 
maBen aufgliedern: mantelfSrmige Fibrinumhfillung des Implantats, Ausbildung 
einer Trfimmerzone infolge lytischer Ver/inderungen der Implantat-Intima und 
-Adventitia, Trfimmerbeseitigung dureh l~esorption, Entwieklung eines lockeren 
Keimgewebes, vermehrte Zellproliferationen, Fibrillogenese, Differenzierung von 
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Neo-Intima und Neo-Adventitia, langsame Substitution der alten Media. Nach 
Alloplastik verl/~uft der ganze Prozel3 verkiirzt und sehneller. 

In nerhalb der in der Friihphase gebildeten Fibrinsehieht treten sehon naeh 
wenigen Tagen raseh sieh vermehrende Fibroblasten auf. Um deren gelb-grfinlieh 
fluoreseierende Kerne sind zungehst einzelne, bald aber zahlreiehe feingranul~re 
AO-positive Substanzen gelagert. Solehe rot leuehtenden KSrnehen beobaehten 
wit nieht nut  in nativen Gefriersehnitten, sondern konstant in der gleiehen 
Intensit/it aueh im formalinfixierten Transplantatgewebe, das erst naehtr/~glieh 
fluoroehromiert wurde. Das bedeutet aber, dal3 die Fluoreseenz im Vital- bzw. 
Supravitalprgparat nieht etwa Folge einer aktiven Zellt/~tigkeit im Sinne eines 
zelleigenen Reaktions- oder Abwehrmeehanismus ist. Vielmehr mu6 sie mit 
jenen Cytoplasmastrukturen in Zusammenhang gebraeht werden, die yon vorn- 
herein eine hohe Konzentration an sauren MPS aufweisen. Es handelt sieh um 
das •quivalent einer prim/~ren intraplasmatisehen Synthese. Freilieh ist der 
MPS-Aufbau in der Zelle an die Bereitstellung geniigender Mengen an Amino- 
zuekern und Urons/~uren, die aus Glucose gebildet werden, sowie an Sulfat- und 
Aeetylgruppen gekniipft. Interessanterweise linden wit dementspreehend bei 
vergleiehenden bioehemisehen Untersuehungen (die gemeinsam mit E. BLTnDEOKE 
vorgenommen wurden) in diesem Initialstadium in dem jungen, zwar reiehliehe 
Fibroblasten, abet noeh keine Fasern enthaltenden Bindegewebe ttyalurons/iure 
und die in der ,,Chondroitin"-Fraktion vertretenen anionisehen Polysaeeharide, 
die teilweise als Synthesevorstufen des Chondroitinsulfats anzusehen sind. 

Es erhebt sieh nun die Frage, an welche Zellstrukturen der Au/bau saurer M P S  
gelcoppelt ist. Hier kann natiirlieh nur die Elektronenmikroskopie weiterhelfen. 
Zieht man diesbez/igliche Beobaehtungen an jungen Fibroblasten und Histio- 
eyten, wie sie beispielsweise SCHWARZ und MERGER erhoben haben, zum Vergleieh 
heran, so zeigt sieh in diesen Zellen eine m/~ehtige Entfaltung des endoplasmati- 
sehen Retieulums. Dessen auseinandergewiehene Membranen bilden teils klein- 
vesicul/~re, teils groBe zisternenartige Rgume, die mit einem feingranulgren Inhalt 
erffillt sind (vgl. JAc~:so~). SCmVARZ und MERKEI~ neigen dazu, die kleinvesi- 
culs Komponente des endoplasmatisehen Reticulums fiir die Bildung yon MPS 
verantwortlich zu maehen, wghrend KNESE und KNoor die MPS-Synthese in 
die zisternenf6rmig aufgetriebenen Strukturen des e.R. lokalisieren. In diese 
Befunde lassen sieh die eigenen Fluoreseenzbeobaehtungen insofern einordnen, als 
im Stadium der intrace]lul/tren Bildung AO-positiver Granula der ganze Zelleib 
m~ehtig ansehwillt und jetzt oft diffus homogen rot erseheint infolge ungewShn- 
lieh diehter Lagerung zahlreieher Farbgranula. Werden diese im Verlauf der 
weiteren Entwieklung an den extracellul/~ren I~aum abgegeben, so nimmt der 
Umfang der Fibroblasten wieder ab. Dementsprechend gndert sieh aueh das 
Fluoreseenzbild. Man findet jetzt  intereelluli~r eine leuchtende t~otf~rbung, 
w/~hrend das Cytoplasma der nun wieder schmal gewordenen Bindegewebszellen 
gar nicht oder nur sehwach gr/inlieh fluoresciert und die  Kerne, die vorher z. T. 
dureh AO-Granula iiberlagert waren, wieder sti~rker hervortreten. Die Phase 
der cytoplasmatischen Rot/luorescenz muff also als Ausdruclc einer gesteigerten 
Zellalctivitiit im Sinne einer ,,Selcretbildung" gedeutet werden. 

Den Aussehleusnngsmeehanismus yon MPS-Granula kSnnen wir naeh den 
bisherigen liehtoptisehen Bildern nicht sieher definieren. Der ganze ,,Sekret- 
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bildungsprozeg" scheint jedoch perinuclegr zu beginnen und sich dann zunehmend 
bis an die Zellperipherie auszudehnen. Unsere Vorstellung fiber die Abgabe geht 
dahin, da6 sich solche peripheren sekrethaltigen Vesiculae schliel~lich 5ffnen und 
somit ein Ausstr6men ihres Inhaltes nach auBen ermSglichen. 

Den Bindegewebsze]len obliegt auBer der Synthese aber auch die Steuerung 
eines gerichteten Stofftransportes. Wie sehr ihre T~tigkeit dabei yon der Zu- 
sammensetzung und der Menge der Intercellularsubstanzen abhgngt, gehtdaraus 
hervor, dab die Grundsubstanzen die Diffusionsstrecke zwischen Gef~]31umen und 
Fibroblasten bestimmen. Ist  die Grundsubstanzpermeabiliti~t etwa infolge Ver- 
breiterungen und Verdichtungen erschwert, so erkli~rt sich daraus, selbst bei 
normaler nutrit iver Situation, ein Absinken der energetischen Zelleistung. 

I I I .  Zur Frage der Beziehungen zwischen verschiedenen Bindegewebszelltypen 
und verschiedenen sauren M P S  

Bei vielen Tieren finden wir nun aul~er Fibroblasten und Histiocyten, die 
vorwiegend Bildner von Hyaluronsi~ure und der Chondroitinfraktion sind, geh~uft 
Mastzellen, deren Cytoplasma ebenfalls mehr oder minder stark mit AO-positiven 
Substanzen angeffillt ist (vgl. HIRT, EICKHOFF und SCI~t~MMV.r,FED~,R). Bereits 
STAEMMLE~ sah in diesen Zellen einen wichtigen Herstellungsort sch]eimigen 
Intercellularkittes, ohne ihn allerdings chemisch schon n~her definieren zu kSnnen. 
Zah]reiche andere Untersucher konnten spi~ter die in den Mastzellen enthaltenen 
Stoffe als Heparin identifizieren. Unsere Fluorescenzbefunde ffihren nun zu der 
Feststellung, da6 die Mastzellengranula in verschieden alten Implantaten sich 
dem Fluorochrom gegeniiber different verhalten. Im jungen Granulationsgewebe 
sind sie meist leuchtend hellrot gef~rbt, in etwas ~lteren Transplantaten werden 
sie zunehmend dunkler, und in noch sp/~teren Stadien nehmen sic schliel~lich eine 
ausgesprochen braune Metachromasie an. Man kann aber aueh in ein und dem- 
selben Pri~parat unmittelbar nebeneinander unterschiedlich flubrescierende Mast- 
zellen linden. Dieses Ph~nomen legt die Annahme eines intracellu]i~ren Reifungs- 
prozesses der Mastzellen-MPS nahe. Man muB hier an Dehydratationen oder 
an eine echte Anderung im Chemismus denken. MSglicherweise steht am Beginn 
des MPS-Cyclus der Mastzellen die Bildung von Substanzen, die zu diesem 
Zeitpunkt vorwiegend Hyalurons~urecharakter haben. Dabei w~re auch an eine 
unterschiedlich hohe Veresterung der Hyalurons/~ure a]s Ursache hellerer oder 
dunklerer RottSnungen nach AO-Behandlung zu denken. Nach Abgabe eines 
Teiles dieser Substanzen in den extracellul~tren Raum kSnnte dann das in der 
Zelle verbliebene MPS unter gleichzeitigem GrSberwerden der Granula zu He- 
parin weiterentwickelt und als solches gespeichert werden (AsBor,-HANsEN, 
I~ILEu Daffir sprechen 2 Beobachtungen: 1. Das Verhalten in der abgestuften 
Toluidinblau-pH-Reihe zeigt, da~ manche Mastzellen stark saure MPS enthalten, 
w/~hrend andere trotz quantitativ gleicher Bestfickung mit Granula nur gering 
saure Substanzen aufweisen, ein Befund, der als solcher fibrigens mit Beobach- 
tungen von LENNERT und SCHUBERT an Knochenmarksmastzellen in guter 
(Jbereinstimmung steht. 2. Bei Hyaluronidase-Verdauung yon nativen Trans- 
plantatschnitten konnten wir in Fibroblasten und in Mastzellen ziemlich rasch 
einen Schwund der hellroten Granula und bald darauf (also naeh 1/~ngerer En- 
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zyraeinwirkung) aueh die Abnahme dunkelroter KSrnehen wahrnehmen. Da- 
gegen blieben die dunkelbraunen Granula in den Mastzellen selbst nach ein- 
stfindiger Fermentwirkung unver/indert erhalten. Die unterschiedliche I~esistenz 
gegenfiber dem Enzym 1/~Ct sich ebenfalls rait der Auffassung verschiedener 
Siiuregrade und verschiedener MPS-Typen solcher farblich differenter KCrnchen 
in Einklang bringen. Insgesamt koramen wir zu der Annahrae, dab die Bildung 
einzelner saurer M P S - T y p e n  yon unterschiedliehen Di//erenzierungs/ormen und 
evtl. auch vom Alter bindegewebiger Zellen abMingig ist. 

IV .  Die Sto//wechselvorgiinge wiihrend der Wundheilung in biochemischer Sicht 

Cheraische Analysen yon Aortentransplantaten sind uns aus dera bisherigen 
Schrifttum nicht bekannt geworden. Dennoch weisen die histologischen und 
histochemischen Befunde (ScgoR~, PETRu u. BXTZNER, PETRu U. HEBERER, 
CAESAR, CAIN U. CARSTENSEN, BRAUNSTEIN, HALPERT U. Mitarb., LINDER U. 
Mitarb.) darauf hin, daB die Neubildungsvorgange nach Arterientransplantation 
im wesentlichen den allgeraein-biologischen Prinzipien der Wundheilung ent- 
spreehen. Der Gesaratablauf stellt sich auf Grund der eigenen cheraisehen 
Ergebnisse in Form einer zweigipfehgen Kurve dar. Wenn man die Wundheilnng 
ira engeren Sinne in 2 Phasen aufgliedert, n/~ralieh in die Zellproliferation und in 
die Fibrfllogenese ~ Faserdifferenzierung, so zeigt sich, da$ die initiale Zell- 
proliferation rait einera steilen Anstieg hexosarainhaltiger Grundsubstanzen als 
Ausdruck der MPS-Synthese einhergeht. Interessant und wichtig ist aber, dal3 
dieser 1. Gipfel keineswegs nut  anionisehe Heteropolysaecharide (saure MPS) 
umfaBt, sondern gleiehzeitig und offenbar in noeh st/irkerem MaSe auch die 
neutralen Glykoproteide betrifft. Das belegen die PAS-Pr/~parate und vor allera 
die beim Kochen mit S/~ure aufgetretene rotbraune Farbkoraponente in den l~ber- 
st/~nden. Einen ungef/~hren Eindruck yon den quantitativen Verh/iltnissen ver- 
raittelt die corn wiedergegebene Tabelle, wenn man den Differenzwert zwischen 
Carbazol- und Orcin-Reaktion (der die Menge neutraler MPS enthglt) betraehtet. 
l~ber die genaue prozentuale Verteilung yon sauren und neutralen MPS in unter- 
sehiedlich alten Transplantaten wollen wir erst nach Abschlu6 weiterer s/~ulen- 
chroraatographischer Fraktionierungen geraeinsara mit E. BUDDECKE berichten. 
Eine solche forcierte de novo-Synthese ist freilich an eine ausreichende Blut- 
gef~Bversorgung des jungen Mesenchyms gebunden. Aul~er Sauerstoff kommt 
zahlreichen Wirkstoffen (z. B. Vitamin A, B 0, C) eine bedeutende Rolle ffir die 
GrCBe der Stoffweehselleistungen zu, die aueh an der hochgradig gesteigerten 
Aktivitat der alkalischen Phosphatase und der Phosphoaraidase sowie an dem 
Anstieg von Nucleins/~uren ersichtlieh ist (vgl. Abb. 4 und 5). 

Die 2. Phase der Wundheilung ist biochemisch durch einen nicht rainder 
steilen Anstieg von Hydroxyprolin gekennzeiehnet, der das AusmaB der jetzt 
erfolgenden Kollagensynthese repr~sentiert. Mit der Zunahrae der t tydroxy- 
prolinraenge f/tllt die MPS-Synthese wieder ab. Eine Normalisierung yon 
Kollagen, MPS und Grundsubstanzen ira Transplantatbereich beobaehten wir 
8--12 Monate nach der Operation, sofern die ~Tundheilung ungestCrt und in 
einera ausgewogenen Milieu erfolgte, d .h .  degenerative Prozesse nieht aufge- 
treten sind. 
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V. Die Bedeutung saurer und neutraler M P S  /iir die Fibrillogenese 

Friihere Beobachtungen am unspezifischen Granulationsgewebe haben 
eigentlieh immer nut  die forcierte Biosynthese sulfathaltiger MPS (bes. Chon- 
droitinsulfat) in den Vordergrund gestellt. Unsere Ergebnisse zeigen jedoeh, dab 
an der Bereitstellung eines fiir die Faserentstehung ad~quaten extraeellul~ren 
Mediums auBer freien sauren MPS auch ganz erhebliehe Mengen an neutralen 
MPS beteiligt sind. Dabei ist bis heute nieht sicher, ob sie - -  wie die sauren 
MPS - -  in der Arterienwand selbst dnrch deren Zellen aufgebaut werden oder ob 
sie evtl. mit dem Saftstrom yore Lumen her in die Wand eindringen und somit 
eigentlieh nut  eine sekund~re Komponente der bindegewebigen Grundsubstanzen 
darstellen, deren prim~rer Bildungsort anBerhalb der Gefs liegt (BuDDECKE; 
SCHALLOCK, DISCHE U. MJtarb., RATZE~THOFER U. SCHAUENSTEIN). Ffir die 2. MSg- 
liehkeit k6nnte ihre chemisehe Verwandtsehaft mit den Glykoproteiden des Blur- 
plasmas sprechen. Wie dem auch sein mag, sind sie doch ein integrierender Be- 
standteil der Aorta und von grol~er Wiehtigkeit fiir die Stabilisierung der Fasern 
und die Aufrechterhaltung der sog. Bindegewebsbarriere. 

Erst innerhMb einer wahrend der 1. Wundheilungsphase derart ausgegliehenen 
intercelluls Grundsubstanz k6nnen sieh dann ira Stadium der Fibrillogenese 
von den Fibroblasten gelieferte Kollagenvorstufen zu feinsten fluoreseenzoptiseh 
blaBgrtin leuchtenden Teilehen kettenartig zusammenlagern und im weiteren 
Verlauf zu Fibri]len entwickeln. Diese Bilder erinnern an frfihere Befunde yon 
SEKI sowie DOLXA~SKI und ROCLET. Sie sind gleiehermaBen eine Best~tigung 
der extracellulgren Faserentstehung. Im Cytoplasma yon Fibroblasten konnten 
wir einen solchen ZusammenschluB gr/in fluorescierender Teilchen nieht beob- 
achten (vgl. demgegenfiber WASSE~MASX, JACKSON, PO~TE~U. PAPPES, GIESEKII;O, 
ZAWISOg). Fiir den Aufbau der zuerst entstehenden Reticulinfasern und der sparer 
auftretenden Kollagenfasern wird ein groBer Tell neutraler MPS verwendet. Man 
findet sie bei der Perjods/~ure-Methode mantelartig verdichtet um die Fasern 
herum bzw. an deren Oberflgehe. Der positive Ausfall der PAS-I~eaktion erfolgt 
freilieh nicht nur durch die Anwesenheit neutraler MPS, sondern muB in Uber- 
einstimmung mit GRAU~ANN, LINDNEI~, SCItWEINITZ U. FI~EYTAG sowie BRAUN- 
FALCO auf den GesamtgehMt an Kohlenhydratanteilen in den Kittsubstanzen, 
nicht aber auf die Oxyaminos~uren des Kollagens zurfiekgefiihrt werden. Dabei 
werden in die retienlgren Fasern offenbar noch mehr KH-haltige Stoffe eingebaut 
als in kollagene Fasern. In diesem Sinne l~Bt sieh auch die mit der Faserreife 
parallel gehende Wiederabnahme der histochemischen Darstellbarkeit der sauren 
und neutralen MPS interpretieren. 

Setzt man nun Nativsehnitte yon der jungen Transp]antatwand einer Sgure- 
hydrolyse oder ttyaluronidaseverdauung aus, so beobachtet man als erstes einen 
Abbau yon Kittsubstanzen, der mit einer Auflockerung der Faserr•nder einher- 
geht und hier nun wieder zu einer Verst~rkung der histoehemisehen Reaktionen 
auf MPS ffihrt. Erst spgter reagieren aueh die interfibrill~iren Rgume in derselben 
Weise. Ein prinzipie]l gleiehartiges Phgnomen sehen wir als Ausdruek intra- 
vitaler Abbanprozesse an Fasern, Grund- und Kittsubstanzen ira Bereieh der 
Nahtstellen zwisehen Empf~ngergefgB und Implantat  (vgl. MEKNIN, AnLr 
CATCttPOLE, RATZENIIOFER U. PROBST, SCH~R~ANN). It ier kommt  es dureh die 
operativ geschaffenen Wundverh~tltnisse zu lokalem Zellzerfall, Eindringen yon 
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Blutserum und Ausf/~llung yon Fibrin. Dadurch werdcn lytische Vorg/~nge an 
den Fasern eingeleitet, die sich sehr bald im Freiwerden saurer und ncutrMer 
MPS und damit in den besehriebenen Farbeffekten zu erkennen geben. CATCh- 
POLE konnte im Wundrandgebiet sogar eine Kollagenase nachweisen. 

Es hat sieh also gezeigt, da$ unter den die retieul/iren und kollagenen Fasern 
aufbauenden Faktoren den neutralen Glykoproteiden cine ebenso wichtige t~olle 
zukommt, wie sie yon den sauren MPS sehon l~nger bekannt ist. Wahrseheinlieh 
handelt es sieh bei den neutralen MPS um einen bedeutsamen Bestandteil der- 
jenigen Substanz, welchc die Filamente und Fibrillen miteinander verbindet und 
die, in die Kittsubstanz eingebaut, wesentlieh zur Stabilisierung der Fasern 
beitr/s und gleiehzeitig die Fasercinheiten besonders vet  pathologischen 
Quellungen schfitzt. Fehlen w/ihrend der Fibrillogenese neutrale MPS oder 
sind sie in zu geringer Menge vorhanden, so resultiert daraus - -  ebenso wie bei 
quantitativen und qualitativen ~nderungen der sauren MPS - -  eine funktionelle 
Minderwertigkeit der entstehenden Fasern, die Schw~chung odor sogar Auf- 
hebung der sog. Bindegewebsbarriere bedeutet (vgl. BA~GA, BAL6, SZAB6 und 
BA?COA, LOEWEN, N~ET~-CsoKA). Verschiebungcn imVerh~ltnis Kollagen: MPS 
beeintr/ichtigen das Speieherungs- und Fixierungsverm6gen fiir extraeellul/~res 
Wasser. Anderungen innerhalb der Gruppe saurer MPS haben St6rungen der 
physiologischerweise ausgewogenen Ionenaustauschfunktion zur Folge und 
bedingen Kalkablagerungen sowie zusKtzliehe degenerative Erscheinungen. Hier 
sei auch an die in vitro-Versuche yon HIGJtBERGER, GROSS und SCIt2r erinnert, 
die zur Entstehang yon Fibrillen mit abartigem Querstreifungsmuster, dem 
,,fibrous long spacing" Kollagen oder dem ,,segment long spacing" Kollagen 
ffihrtcn. Diese Versuche zeigen, dab die ionogenen Gruppen der MPS die Art der 
Zusammenlagerung yon Tropokollagen-Molekfilen zu steuern verm6gen. Ins- 
gcsamt erweisen sich die ausgeglichenen Grundsubstanz-Mucopolysaccharide als 
eine Art Matrize ~nd im Verein mit den eben/alls celluliir synthetisierten Kollagen- 
vorstu/en als Schrittmacher (in zeitlicher, qualitativer und quantitativer Hinsicht) der 
Fibrillogenese. Auch im fertigen Bindegewebe bilden Zellen, Grundsubstanzen und 
Fasern eine untrennbare Funktionseinheit. 

Gewil3 bedfirfen die bisher gewonnenen Ergebnisse fiber den Stoffwechsel 
bindegewebiger Gef/~gstrukturen unter verschiedenen funktionellen Bedingungen 
weiterer Erg/~nzung yon biochemischer Seite, damit es m6glich wird, St6rungen 
des dynamischen Gleichgewichts zwischen Zellen, Grundsubstanzen und Fasern 
in ihren zweifellos sehr komplexen Zusammenh/~ngen noch besser zu verstehen und 
vielleicht eines Tages auch mit Erfolg zu beeinflussen. 

Zusammenfassung 
Schon in der normalen Aorta des Hundes findet im Rahmen des physio- 

logischen Erhaltungsstoffwechsels ein betr~chtlicher Umsatz yon Grundsubstanz- 
Mucopolysacchariden statt. Die Eingliederung yon Kunststoffprothesen und 
homologen Segmenten (die vorher in Palaces konserviert waren) geht mit einer 
stark gesteigerten Synthcse hexosaminhMtiger Grundsubstanzen cinher. Sie 
umfal~t nicht nur anionische Heteropolysaccharide, sondern beinhaltet in noch 
st~rkerem Mal3e neutrale Glykoproteide. Das ausgeglichene MPS-Spektrum ist 
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eine Art  Matrize und  zusammen mit  den ebenfalls cellular gebildeten Kollagen- 
vorstufen der Schr i t tmaeher  der Fibrillogenese. Der dem MPS-Gipfel  zeitlieh 
nachfolgende Hydroxyprol in-Anst ieg  repri~sentiert den Grad der Kollagen- 
synthese. Ffir die mechanisehen Fghigkei ten (bes. die sog. Bindegewebsbarriere) 
sowie ffir einen geordneten Wasser- a nd  Elekt ro ly thaushal t  der Ersa tzwand  ist 
das den funktionellen Bedfirfnissen angepal~te Stoffwechselgleichgewieht zwischen 
Zellen, Grundsubstanzen a nd  Fasern  entscheidend. 

Summary 
Within  the limits of basic physiologic metabolism, in the normal  aor ta  of the 

dog there is an appreciable metabol ism of ground substance-mucopolysaccharides.  
The graft ing of plastic protheses and homologous segments (which have been 
preserved in Palaces) is accompanied by  a great ly  increased synthesis of ground 
substances containing hexose amines. This includes not  only anionic hetero- 
polysaccharides bu t  also in still greater  quantities neutral  glueoproteides. The 
compensated MPS spect rum acts as a sort of matrix.  Together  with the collagen 
precursors formed likewise f rom cells, i t  is the pacemaker  for fibrillogenesis. The 
rise in hydroxyprol in ,  which follows the peak of the MPS, represents the degree of 
collagen synthesis. The metabolic balance between cells, ground substance and 
fibers, which adapts  to functional  requirements,  is decisive for the mechanical  
qual i ty  of the union of the graft  (the so-called connective tissue barrier), as well 
as for a regulated water  and electrolyte balance within its wall. 
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