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Aus dem Pathologischen Institut der Universitidt Wiirzburg
(Direktor: Prof. Dr. H.-W. ALTMANN)

Uber Mucopolysaccharide in der normalen Aorta
und im Aortentransplantat des Hundes *

Von
H. Caixy und H. Pros

Mit 8 Textabbildungen, davon 5 farbigen
( Eingegangen am 15. August 1961)

Im letzten Jahrzehnt haben Transplantationen am Gefa-System zunehmende
Bedeutung erlangt. Bei ihrer Entwicklung ist die moderne chirurgische Technik
der biologischen Grundlagenforschung weit vorausgeeilt. Zwar hat die Histo-
logie gezeigt, dafl der Eingliederungsprozef eines Pflanzstiickes oft genug nicht
nur zu dessen narbiger Substitution fihrt, sondern unter Umstdnden ein wohl
differenziertes Ersatzgewebe hervorbringt, das funktionell erstaunlich hochwertig
ist. Doch fehlt bis heute eine Klirung der zugrunde liegenden biochemischen
Mechanismen. Daher haben wir versucht, die Neubildungsvorginge am homo-
logen und Kunststoff-Implantat der Aorta von der histochemischen und bio-
chemischen Seite her unter dem Blickpunkt der Wundheilung ndber zu ana-
lysieren. Besonders interessiert die Beteiligung der Mucopolysaccharide. Zudem
erscheint das Arterientransplantat als giinstiges Studienobjekt fiir das noch nicht
restlos geklirte Zusammenspiel von Zellen, Grundsubstanzen und Fasern im
wachsenden Bindegewebe {iberhaupt und speziell in verschieden alten und unter-
schiedlich hochwertigen bindegewebigen Ersatzstrukturen. Somit erhiltunsere
Fragestellung einen vorwiegend allgemeinbiologischen bzw. allgemeinpatho-
logischen Akzent. Um die bei der Wundheilung in bunter Vielfalt auftretenden
gestaltlichen und chemischen Befunde besser zu verstehen, wollen wir von den
Verhaltnissen an der normalen Aorta ausgehen.

Untersuchungsgut

Das Material verdanken wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn Priv.-Doz. Dr. G. Car-
STENSEN (Chir. Univ.-Klinik Wiirzburg, Direktor: Prof. Dr. W. WacusMuTH). An iiber
60 Hunden wurde in Intubationsnarkose ein Ersatz der Aorta abdominalis durchgefiihrt. Er
erstreckte sich mitunter vom Nierenarterienabgang bis zur Trifurkation. Teilweise wurden
homologe Segmente und teilweise Teflonprothesen implantiert. Die homologen Pflanzstiicke
waren bis zu ihrer operativen Verwendung meist mehrere Monate in dem schnell hirtenden
Kunststoff Palacos gelagert worden. Diese Konservierungsmethode (CARSTENSEN, CAIN u.
CargTENSEN) beruht auf dem von der Natur her bekannten Prinzip des Einschlusses von
Insekten in Bernstein!. Bisher haben wir 40 Tiere mit Uberlebenszeiten von wenigen Tagen
bis zu 2 Jahren nach Operation untersuchen kdénnen. Die iibrigen Hunde leben noch und
befinden sich in gutem Allgemeinzustand.

* Hin Teil der Ergebnisse dieser Untersuchungen wurde am 8. 6. 61 vor der Physico-
Medica in Wiirzburg kurz vorgetragen.

1 Das Einbettungsmittel Palacos wurde uns dankenswerterweise von der Fa. Kulzer & Co
in Bad Homburg zur Verfiigung gestellt.
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Methodik

1. Akridinorange-Fluorochromierungen

Nativschnitte (20 u) aus dem Aortentransplantat und aus der normalen Empfingeraorta
wurden mit dem basischen Akridinorange (AO) gefarbt.

Farblésungen: AO stand. Bayer oder AO Chromagesellschaft zu 0,01 in 100 cm® Me
Tlvaine-Gemisch (PEARSE), pr 4,0, gelést. Verwendung der Losung nach 24stiindigem Stehen
bei Zimmertemperatur. Férbedauer 15 min. Auswaschen des {iberschiissigen Farbstoffs in
farbfreier Pufferlosung, 10—20 min. Kindecken in Pufferlosung, sofortige Betrachtung unter
dem Fluorescenzmikroskop von Zeiss in Verbindung mit einem Quecksilber-Hochstdruck-
brenner Osram H BO 200. Erregerfilter an der Leuchte: I und I1, BG 12, 2 x 3 mm ; Sperrfilter
am Okular: obere Filterscheibe 11, OG 4, untere Filterscheibe I, GG 4.

Alle Fluorescenzbilder wurden auf Agfa-Color CK 20 aufgenommen. Belichtungszeiten:
ohne Kondensorhilfslinse 40—80 sec, mit Kondensorhilfslinse 1—4 sec. Contax am Tragarm
iiber dem Mikroskop, Photookular 9fach.

11. Chemische Unitersuchungen

Um zu prifen, welche Gewebssubstanzen der Aorta in qualitativer und quantitativer
Hinsicht das Substrat der Gelb- bis Rot-Fluorescenz darstellen, wurden unfixierte Nativ-
schnitte (30 u) aus dem Transplantatbereich und von der Empfianger-Aorta zundchsteiner
Bebriitung mit gereinigter Ribonuklease und Hyaluronidase unterzogen®.

1. Die RN-ase-Verdauung der Schnitte erfolgte in luftdicht abschlieffbaren Probeglisern
bei 37° C und erstreckte sich iiber verschieden lange Zeiten (s. Abb. 4 und 5).

Zur Kontrolle der RN-ase-Wirkung wurde jedesmal auch ein Blindversuch angesetzt.

Enzymproben: 4,9 ml Phosphatpuffer von pg 7,0, 0,2m; 0,1 ml 0,1%iger wilriger
Ribonukleaselosung; 10 Gefrierschnitte.

Mit dem Zeiss-Photometer haben wir die Extinktion jedes Uberstandes bei 260 mu und
bei 280 my im UV.Licht gemessen. Damit wurden die Nucleinsiurenspaltprodukte quanti-
tativ erfaBBt. Die Schnitte selbst wurden anschlieBend mit AQ gefirbt und fluorescenzmikro-
skopisch beurteilt.

2. Hyaluronidase-Verdauung von Nativschnitten aus dem Transplantat und von der
Empfinger-Aorta (Testeshyaluronidase ,,Kinetin, Schering AG-Berlin), pg-Optimum 6,0,
Temperaturoptimum 509 C.

Losungen fur die Verdauung:

a) ,,Gesduertes Protein — eine 0,7%ige Losung von Rinderserumalbumin in 0,5 m
Acetatpuffer von py 4,2 wird mit 4 n HCI versetzt, bis ein py von 3,1 erreicht ist.

Die Losung wird in 5 ml-Portionen 30 min lang im siedenden Wasserbad erhitzt, dann
gekiihlt und eingefroren. Vor Gebrauch wird sie aufgetaut und 1:4 mit Acetatpuffer (0,5 M;
pH 4,2) verdiinnt. Ist die Lésung nicht klar, muB sie durch ein dichtes Mullfilter geschickt
und gereinigt werden.

b) Enzymlosung. 3 TRU ,,Kinetin® werden gelost pro 1 ml eines 0,1 M Acetatpuffers
von pg 6,0 mit 0,15 M NaCl (= 0,1 MAP).

Nach ausgedehnten Vorversuchen konnte fiir die Verdauung verschieden lange ,,sin-
geheilter* allo- und homoioplastischer Aortentransplantate folgende Methodik als brauchbar
ermittelt werden:

Pro Zeitprobe wurden in einem Verdauungsgefaf angesetzt: 2 ml Enzymlosung bzw. fiir
die Blindprobe 2 ml 0,1 MAP und 5 native Gefrierschnitte von etwa 3 cm Linge, 30 u Dicke
und einem Gewicht von je 5—6 mg.

Bebriitung bei 50° C in luftdicht abgeschlossenen Glisern (zur Vermeidung von Ver-
dunstungen).

Danach AO-Fluorochromierung der Schnitte.

I Das Fermentpriparat Ribonuklease (A.Armour Lot 381059, chromatographisch
gereinigt) wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. Gunprach, Physiologisch-chemisches
Institut der Universitdt Wiirzburg, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm herzlich danken.
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Die iiberstehenden Losungen wurden nach der Bebriitung mit je 3 ml ges. Protein versetzt
und anschliefend durch 2 Lagen Mull filtriert.

Extinktion bei 350 und 400 mu (Glascuvetten).

AuBerdem nephelometrische Untersuchungen am Zeiss-Pulfrich-Photometer mit dem
Filter L 1 (wirksamer Filterschwerpunkt bei 6150 A; Durchlissigkeit am Filterschwer-
punkt 85%) gegen das Vergleichsglas 4 in Reagenzglisern mit 14 mm innerem Durchmesser.,

3. Hexuronsiure-Nachweis nach Z. DISCHE, Hierfiir wurde von den Uberstinden 1 cm?
Losung entnommen. Dieser Losung werden 6 cm?® konz. H,80, unter Kiihlung in Leitungs-
wasser zugegeben. Hrhitzen der Reaktionsmischung fiir 20 min in kochendem Wasserbad.
Dann Kithlung in Leitungswasser. Zugabe von 0,2 em?® einer 0,1 %igen alkoholischen
Carbazollosung. Bei Vorhandensein von Hexuronsiuren purpurrote Farbung. Hexosen
fithren dagegen zu braunroter Fdrbung. Die gefirbten Reaktionsprodukte zeigen ein Ab-
sorptionsmaximum bei 535 mp.

AnschlieBend Extinktionsbestimmungen der Uberstinde mit dem Beckman Ratio
Recording Spectrophotometer (Scanning Time 1, Scale Expansion 1 x, Range 0—1, Sensiti-
vity 0/50).

4. CaCl,-Extraktion ven Nativsehnitten aus dem Transplantatbereich. Von jeder unter-
suchten Aorta wurden jeweils 200 Gefrierschnitte (30 u) mit 50 cm® CaCl,-Losung mindestens
3 Tage lang inkubiert. Dialysieren der Extrakte gegen Aqua bidest., anschlieBend Lyophili-
sieren.

a) Hewxosaminbestimmung noch ErsoN-MoReaN in der Modifikation von Boas. Etwa
5 mg Extrakt werden in 0,5 ml 5nHCl 4 Std lang bei 100° C im Trockenschrank hydrolisiert.
Auffilllen der Hydrolysate auf 5 ml, Reinigen mit Aktivkohle. Je 1 ml der Probe und der
Testansiitze werden mit 4 n NaOH gegen Phenolphthalein alkalisch gemacht (bis zur Rot-
farbung) und mit 0,5 n HCI bis zur Entfirbung angesiuert. Zugabe von 1 ml Acetylaceton,
Verschlul der Reagenzglaser, 45 min bei 90° C im Wasserbad erhitzen. Nach Abkiihlen
2,5 ml Athanol und nach Mischen (Luftstrom) 1 ml Ehrlichs Reagens einfiillen. Nochmals
Mischen, dann Volumen bis zur Marke 10 ml auffiilllen mit Athanol. 1—2 Std nach Zugabe
des Aldehydreagens wird die optische Dichte im Photometer ELKO mit Filter 53 abgelesen.

b) Carbazol-Reaktion der Extrakte mit anschliefender Extinlktion der Lésung im ELKO
(Filter 53).

¢) Orcin-Reaktion zur Erfassung von Hexosen und Glucuronsgure. Messung im ELKO
(Filter 42). 2 ml der Test- bzw. der zu untersuchenden Loésung werden mit 2,0 ml Orcin-
Schwefelsiure-Reagens und 15 ml Reaktionsschwefelsdure (im Eisbad) versetzt, mit Luft-
strom gemischt und genau 15 min im Dunkeln in ein Wasserbad von 80° C gestellt. 10 min
Kiihlung in Eiswasser. Nach 15 min Stehenlassen bei Zimmertemperatur Messen gegen
Leerwert im ELKO.

Beobachtungen

1. Histologische und fluorescenzmikroskopische Befunde. In der Aorta
abdominalis gesunder Hunde sind fiir gewohnlich nur geringe Mengen an sauren
MPS mit Alcianblau, Toluidin- und Methylenblau interfibrillir erkennbar. In
AO-geférbten Nativschnitten lassen sich die kollagenen und besonders die elasti-
schen Fasern durch eine charakteristische blaBigelb-griinliche Fluorescenz ein-
drucksvoll darstellen {(Abb. 1a). Zwischen den Fasern sind regelméfig, besonders
im inneren Drittel der Aortenwand, mehr oder minder reichliche rot fluores-
cierende Substanzen wahrzunehmen. Dabei ist die Rotfluorescenz fast immer im
subendothelialen Bereich der Langhansschen Zellen am stirksten. Demgegen-
iiber dndert sich die Intensitit der Farbstoff-Bindung zu den duBeren Schichten
der Media hin insofern, als hier interfibrillar eine Orange- bis Gelb-Fluorescenz
vorherrscht. Die Zellkerne zeichnen sich im unfixierten Praparat durch gelblich-
griine Farbe, im fixierten dagegen durch rote Fluorescenz aus.
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Abb. 1a Abb. 1Db

Abb. 1¢ Abb. 1d
Abb. 1a—d. a Normale Bauchaorta (Hund). Saure MPS teils rot, teils orange, elastische Kagern
blaBgelbgriinlich fluorescierend. Nativer Gefrierschnitt, Acridinorange. b Aus der Neointima eines
4 Wochen alten homologen Aortentransplantats (H. 17). An sauren MPS reiche Fibroblasten mit rot
fluorescierendem Cytoplasma (im Bild oben) und hellgriinen Kernen. Freie intercellulidre saure MPS
(untere Bildhilfte) und in Organisation begriffenes Fibrin (blaugriinlich). Nativer Gefrierschnitt,
Acridinorange. ¢ Homologes Aortentransplantat. Junger Mesenchymschwamm an der Innenseite,
teils im Stadinm der intracelluliren MPS-Synthese, teils nach Abgabe saurer MPS in den extracelluldren
Raum. Im Bild unten die langsam untergehende alte Media des Implantats. Nativer Gefrierschnitt,
Acridinorange. d 3 Monate nach Implantation eines homologen, in Palacos konservierten Bauchaorten-
segments (H. 3). oben: zerfallende Implantat-Media (innere lumennahe Anteile); unten: Ersatz der
duBeren Mediabezirke durch eindringendes Granulationsgewebe, das reich an sauren MPS

Virchows Arch, path. Anat., Bd. 335 17



244 H. Caix und H. Pros:

Alle Aortentransplantate zeigen nun ein vom Normalbild abweichendes und
auch ein unter sich — je nach ihrer Uberlebensdauer — recht differentes Ver-
halten. Bereits 2—3 Tage nach Verpflanzung homologer Segmente und Teflon-
prothesen 14Bt sich an deren Innen- und AuBenseite eine ziemlich kraftige Fibrin-
schicht feststellen. Sie bildet in der Folgezeit eine Art Matrix fiir die sich ent-
wickelnde Neo-Intima und Neo-Adventitia. Dabel entsteht zuerst eine oft
mehrschichtige neue Endothellage. In der 2. Woche nach Operation treten dann
auch in den tieferen Bezirken des blidulich fluorescierenden Fibrinfilms zahlreiche
geschwollene Fibroblasten auf, deren Kerne fluorescenzoptisch gelb-grin er-
scheinen (Abb. 1b). Perinucledr sieht man in zunehmendem MaBe purpurrot
fluorescierende Substanzen, die sich spéter bis an die Zellperipherie ausdehnen.
Sie haben z. T. kornigen Charakter, z. T. mehr diffus-homogene Form. Offenbar
handelt es sich bei den Zellen mit homogen rot leuchtendem Cytoplasma aber
doch nur um eine Scheinhomogenitit, vorgetduscht durch besonders dichte
Lagerung vieler einzelner Granula. Gleichzeitig setzen an der Transplantat-
aulBenseite lebhafte mesenchymale Proliferationen ein, die starke Aktivitit von
alkalischer Phosphatase und Phosphoamidase zeigen. Die alte Intima und die
alte Adventitia homoioplastischer Implantate gehen schnell zugrunde. Dabei
werden zahlreiche mit der PAS-Methode darstellbare Substanzen herausgelost.
Am Ende des 1. Monats ist schlieBlich bei artgleichen Pflanzstiicken vom trans-
plantierten Gewebe nur noch die urspriingliche Media vorhanden, deren jetzt
dicht aneinandergeriickte und zusammengesinterte elastische Fasern intensiv
griin fluorescieren. Die Rotfluorescenz der neuen Innen- und AuBenschicht ist
bald nicht mehr allein an cytoplasmatische Strukturen gebunden. Im Stadium
der verstérkten Zellproliferation 146t sie sich genauso im extracelluliren Raum
feststellen (Abb. 1¢). Deshalb imponieren Neo-Intima und Neo-Adventitia jetzt
als fast homogene AO-positive Schichten. Im Verlauf des 2. Monats entwickeln
sich innerhalb dieser diffus rot leuchtenden extracelluliren Stoffe feinste Fi-
brillen, die z. T. biischelformige Anordnung und hellgelb-griinliche Fluorescenz
zeigen (Abb.2). Etwa zur gleichen Zeit fallt eine erneute Anreicherung PAS-
positiver Stoffe in dem jungen Mesenchymschwamm auf. Wahrend die PAS.
Reaktion bei zunehmender Fibrillogenese noch etwas langer erhoht bleibt, tritt
die initiale Rotfluorescenz mehr und mehr zuriick. In 3—5 Monate alten Trans-
plantaten iiberwiegen in der Neo-Intima und Neo-Adventitia wohlgeordnete
Faserstrukturen, so daB sich das Fluorescenzbild wieder dem einer normalen
Arterienintima nihert. Auch nimmt mit zunehmendem Alter der neuen Wand
die Phosphatase- und Phosphoamidaseaktivitdt wieder ab.

In den meisten homoioplastischen Transplantaten von 3—20 Monate Uber-
lebenszeit finden wir partielle Substitution der alten, nur recht langsam in Form
granuliren Zerfalls untergehenden Elastica der Media. Interessanterweise ist die
bindegewebige Durchwachsung der duBeren Mediaschichten von der Neo-Adven-
titia aus ein regelmiaBiges Vorkommnis in allen Transplantaten (Abb. 1d). Da-
gegen ist eine Substitution gleichzeitig auch von der Neo-Intima her nur in einigen
Fillen erfolgt (Abb. 3a u. b). Der elastische Grenzstreifen, fluorescenzoptisch als
echte breite Lamelle hervortretend, scheint hier ein betrichtliches Hindernis zu
bilden. Bei den Tieren mit Teflon-Prothesen haben sich die Innen- und AuBen-
schicht in der Regel wesentlich eher durch die Kunststoffporen hindurch zu einer
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Abb, 2a Abb. 2b

Abb. 3a

Abb, 3b

Abb. 2a u. b. a Neo-Intima iiber Teflon-Prothese 2 Monate nach Implantation. b 2 Monate alte
Neo-Intima eines homologen Implantats. Native Gefrierschnitte, Acridinorange
Abb. 3a u. b. Drei Monate altes homologes Implantat. Kriftige Neo-Intima, Substitution der alten
Media. a Erhaltener elastischer Grenzstreifen, b Ersatz der untergehenden Transplantat-Media von
der Neo-Intima aus nach Lésion der Elastica interna

neuen Wand vereinigt. Im Spétstadium -— dazu rechnen wir in unseren Ver-

suchen Uberlebenszeiten von uber 1 Jahr — sehen wir nun bei mehreren Tieren

in der neuen Wand, und zwar vorwiegend in der Umgebung der proximalen und

distalen Nahtstelle, Intimabeete, die durch Anreicherung metachromatischer und
Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 17a
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AO-positiver Stoffe charakterisiert sind. Gar nicht selten bestehen Beziehungen
solcher Herde zu Verkalkungsprozessen.
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Andere Bezirke fallen fluorescenz-

mikroskopisch durch eine mehr
kleinfleckige hellrote oder braun-
rote Tipfelung auf. Sie erweisen
sich bei stérkerer VergroBerung
als Mastzellenansammlungen mit
dichtgepackten AO-positiven Gra-
nula. Nur relativ selten sind in
der alten Transplantat-Media, so-
weit sie nicht durch junges Binde-
gewebe ersetzt ist, freie rot-orange
oder gelb fluorescierende Einlage-
rungen vorhanden. Bei 5 Tieren
fanden sich schlieBlich Verknorpe-
lungszonen in allen Stadien, von
beginnender vesiculoser Auflocke-
rung mesenchymaler Zellen bis zur
Ausbildung fertigen Faserknorpels,
der sich nach Acridinorange-Be-
handlung im UV-Licht purpurrot
darstellt.

2. Chemische Untersuchungen
an Nativschnitten von normalen
Aorten und Aortentransplantaten.
Auf Grund bekannter Befunde,
theoretischer Uberlegungen und
des Vergleichs mit den iibrigen
histochemischen Methoden miissen
fir eine chemische Bindung des
basischen AQ saure Valenzen
im nativen Aortengewebe ange-
nommen werden. Wenn es auch
von vornherein nicht wahrschein-
lich war, daB dabei den Nuclein-
siuren die Hauptrolle zufdllt, so
blieb doch mit chemischen Metho-
den zu belegen, welche Substanzen
in den Aortentransplantaten dem
beschriebenen  Fluorescenzeffekt
zugrunde liegen und warum dieser
in den verschieden alten Pflanz-
stiicken so starken Schwankungen
in der Farbskala zwischen Griin
und Rot unterworfen ist. -

a) Das Ergebnis der Ribonuklease-Verdauung nativer Schnitte zeigen die
graphischen Darstellungen (Abb. 4 u. 5). Sie wurden aus einer Vielzahl im Prin-
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zip gleichartiger Kurven als Beispiel ausgewéhlt. Man mul} bei der Beurteilung
der Kurven 2 Vorginge beriicksichtigen, zunidchst die Herauslosung des Sub-
strats aus den Schnitten und dann den enzymatischen Substratabbau. Uberein-
stimmend zeigen die Extinktionen, dall beide Vorginge fast ausschliellich inner-
halb der ersten Stunden ablaufen. Konstant ergibt sich in den ersten 5—15 min
ein ausgeprigtes Maximum. Daf} dies an der normalen Bauchaorta nicht so stark
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hervortritt, muB offensichtlich auf deren geringeren Gehalt an Nucleinsiuren
zuriickgefithrt werden. Wurden nun die Schnitte im Anschlufl an die Ferment-
verdauung mit AO geférbt, so lieB sich, selbst nach 24 Std langer Bebriitung,
gegeniiber unbehandelten Ausgangspréparaten von der gleichen Transplantat-
stelle nur eine geringe Abnahme der Rotfluorescenz beobachten. Das heifit
also, daf} Nucleinsduren fir die Rotfluorescenz der Aorta praktisch keine Rolle
spielen.

b) Die Hyaluronidase-Verdauung von Schnitten aus der Empfiangeraorta und
aus verschieden alten Transplantaten ist in den Abb. 6 u. 7 dargestellt. Die Verdau-
ung erfolgte im py- und Temp.-Optimum des Ferments. Dementsprechend kommt
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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verliert man zwar die Méglichkeit topographischer Aussagen. Dafiir arbeitet
man aber mit groferen Mengen und kann so einen noch besseren Eindruck
itber die qualitativen und quantitativen Verhéltnisse gewinnen. Nach Um-
rechnung der Ergebnisse in Prozent, jeweils bezogen auf den dialysierten und
lyophilisierten Extrakt, ergibt sich folgendes: Die Transplantate weisen einen
hoheren Hexosamingehalt auf als die jeweils zugehorigen Empfangeraorten. Dal3
die Differenz nicht in jedem Fall gleich groB ist, hat eine Ursache darin, daf} in der
Nachbarschaft des Transplantates auch iber der Intima des Empfingergefdfes
noch eine MPS.reiche Auflage neugebildeten Bindegewebes vorhanden ist. Die
Neo-Intima ist eben nicht ausschlieBlich auf den Transplantatbezirk beschrinkt.
Vielmehr schiebt sie sich von der Empfangeraorta her iiber die Nahtstellen auf
das Pflanzstiick vor.

Vergleicht man die aus verschieden alten Transplantaten erhaltenen Hexos-
aminwerte untereinander, so ergibt sich in den ersten Wochen nach Operation
ein hoher MPS-Gehalt. Im weiteren Verlauf der Einheilung fillt dieser aber
verhiltnismiBig rasch wieder ab. Das steht in voller Ubereinstimmung mit den
histochemischen und fluorescenzmikroskopischen Befunden. Bei der Beurteilung
der Hexosaminwerte mufl natiirlich die gewonnene Extraktmenge in mg pro
200 Schnitte mitberticksichtigt werden, die einmal durch die insgesamt extra-
hierbare Substanzmenge, zum anderen durch den Grad der Reinigung bei der
Dialyse gegeben ist.

Die Tabelle gibt die Ergebnisse der an den Extrakten durchgefiihrten Hexos-
amin-, Carbazol- und Orcin-Reaktionen wieder. Der Differenzwert der Carbazol-
und Orcin-Reaktion beinhaltet die Menge neutraler MPS, ferner die uronsiure-
freie Keratosulfatfraktion und anderweitig auftretende Hexosen, wie z. B. Mole-
kiile, welche die Briicke zwischen den einzelnen Einheiten der Kollagenfaserbiindel
bilden.

Erorterungen

Betrachtet man zunéchst rein die Morphologie unserer Fluorescenzbefunde, so
fallt schon an der normalen Aorta gesunder Tiere eine individuelle Schwan-
kungsbreite hinsichtlich der Intensitit des metachromatischen Effektes auf.
Dessen ganze bunte Vielfalt tritt aber erst — jetzt allerdings in fast verwirrendem
Ausmall — bei einer Gegeniiberstellung der Bilder am Empféangergefil und am
Transplantat in Erscheinung. Selbst der Vergleich der Implantate untereinander
ergibt betridchtliche Differenzen im morphologischen Aspekt. Dennoch kehren
bestimmte Phdnomene, aller Vielfalt zum Trotz, mit solcher RegelmiBigkeit
wieder, daBl sie ohne weiteres als Ausdruck bestimmter Funktionszustinde des
Gefidligewebes — sei es im Rahmen des physiologischen Erhaltungsstoffwechsels,
gei es im Ablauf reparativer Wundheilungsvorginge oder im Zusammenhang mit
regressiven Prozessen — gedeutet werden konnen. Freilich bedarf es einer Kla-
rung und Ordnung der topographischen, histogenetischen und biochemischen
Beziehungen zwischen Zellen, Grundsubstanzen und Fasern.

1. Die Fluorescenz- Phéiinomene als stoffwechselbiologisches Aquivalentbild
in der normalen Aorta
Unsere vergleichenden Enzymverdauungen und chemischen Befunde zeigen,
daB neben der von STRUGGER betonten Bindung der Farbstoffkationen an das
Virchows Arch, path. Anat., Bd. 335 17b
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Abb. Sa Abb. 8b

Abb, 9a Abb. 9b

Abb. 8a u. b, Hyaluronidase-Verdauung eines nativen Gefrierschnittes (homologes Aortentransplantat,
Palacos-Konserve). a 15 min bebriitet, weitgehender Schwund von AO-positiven Granula, die vor der
Enzymverdauung in groBer Menge vorhanden, b 1 Std bebriitet, volliger Schwund der AO-Granula in
Neo-Intima und Neo-Adventitia
ADbb. 9a u. b. Aus dem Wundrandgebiet eines homologen Aorten-Implantats. a Starke Quellung und
Auflockerung sowie teilweise Zerfall von Fasern. Eindringen von Fibrin (blan). Reichliche saure MPS
(orange bis rot) innerhalb gelockerter Fasern (Bildmitte) und um die Fasern. b Gelb, orange und rot
fluorescierende saure MPS zwischen auseinandergedringten Fasern der Media. Kurze Formalin-
fixierung, Acridinorange
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Eiweilmicellargerist fir den Mehrfarbeneffekt des Acridinorange an der Aorta
bestimmte chemische Substrate im Gewebe eine Rolle spielen (vgl. GOssNER,
SCHUMMELFEDER, ZEIGER u. Mitarb.,, v. BERTALANFFY, STOCKINGER U. a.).
Zunichst einmal bedeuten die 2 Farbextreme in der Aorta — némlich die blasse
Gelb-Qrin-Fluorescenz der Fasern und die intensive Rotfirbung der Lang-
hansschen Zellen — eine nur geringe Menge zur Farbstoffbindung befdhigter
Substanzen in den ausgereiften elastischen und kollagenen Fasern und demgegen-
iber eine groBe Substratmenge in den Langhansschen Zellen. Die interstitielle
Gelb- bis Orange-Fluorescenz nimmt gewissermalien eine Mittelstellung zwischen
diesen beiden Extremen ein. Sie wechselt in ihrer Quantitit und Qualitdt und
verringert sich mit einem zentrifugalen Gradienten zur Adventitia hin. Die
chemischen Analysen belegen, daf} die Rottonung der Aortenwand an das Vorhanden-
sein von sauren MPS gebunden ist, freilich ohne dall wir deren 8 verschiedene
Typen fluorescenzoptisch zu differenzieren in der Lage sind. Demgegeniiber
spielen in der normalen Arterienwand Nucleinséuren fiir die Farbstoffbindung nur
eine geringe, untergeordnete Rolle.

In stoffwechselbiologischer Hinsicht besagen die Befunde, dall die Synthese
der arteriellen sauren M PS normalerweise vor allem in der Langhansschen Zell-
schicht erfolgt. Von hier aus setzt ihr Weitertransport in adventitieller Richtung
ein. Die dabei regelméBig zu beobachtende stetige Abnahme des AO-Bindungs-
vermdgens mull zwar in der Hauptsache als quantitatives Phdnomen gewertet
werden. Dennoch wire denkbar, dafl die freien MPS bei ihrem Transport und
beim Einbau in das Arterienwandgefiige auch eine Anderung in ihrem chemischen
Verhalten durchmachen, die ihrerseits zumindest Teilursache der abnehmenden
Rotfluorescenz sein kénnte. Diese Annahme findet eine gewisse Stiitze in Beob-
achtungen an der Empfingeraorta nahe der Verndhungsstelle mit dem Implantat,
also in einem Gebiet, das durch die Operation bzw. durch die hier herrschenden
Wundverhiltnisse alteriert ist. Man sieht hier zwischen mehr oder minder stark
geschlingelten Fasern eine intensive Gelb-, Orange- und Rotfluorescenz neu auf-
treten (vgl. Abb. 9), die vorher nicht erkennbar war und die wir als Ausdruck
einer Lockerung des normalen Fasergefiiges mit Losung von Grund- und Kitt-
substanzen deuten méchten (KroMpECHER, ScHALLOCK). Die Farbdifferenzen
sind u. E. vom jeweiligen Erhaltungsgrad und dem damit zusammenhéingenden
Poly- bzw. Depolymerisierungszustand der Grundsubstanzen abhingig. Darauf
soll spédter noch néher eingegangen werden.

Das Fluorescenzbild der normalen Bauchaorta vermittelt uns einen ungefédhren
Eindruck iiber das Ausmaf physiologischer Umsetzungen von Grundsubstanzen
v Sinne von Austausch, Abbaw und Neusynthese im Rahmen des Brhaltungs-
stoffwechsels. Bestimmungen der Umsatzrate durch Einbau von 35 SO, haben fiir
Hyaluronsiure eine Halbwertszeit von 2—4 Tagen (ScHILLER u. Mitarb., LayTox
u. Mitarb.), fir Chondroitinsulfat eine solche von 8—14 Tagen ergeben. Uber die
am Umsatz beteiligten Enzyme (Mucopolysaccharidasen) sind unsere Erkennt-
nisse allerdings vorerst noch recht gering. Doch darf als gesichert gelten, dal} die
Aortenwand keinesfalls etwa ein stoffwechseltriges Gewebe ist. In der gesunden
Aorta abdominalis bildet unter den sauren MPS Chondroitinsulfat (das freilich
an Tragerproteine gebunden ist) den weitaus gréfiten Anteil. Dann folgt mit
Abstand Hyaluronséure. Dierestlichen Typen machen zusammen nur eine geringe
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Menge aus. Interessanterweise haben wir in der Normalaorta Mastzellen, die
bekanntlich als Hauptbildner des Heparin gelten, nicht finden koénnen.

Neben den sauren MPS kommt nun in der normalen Aorta eine Anzahl von
Kohlenhydrat-Protein-Komplexen (= neutrale MPS) vor (K. MEYER, WASSER-
MANN, JORPES u. YAMASHINA, Banga). Sie unterliegen ebenfalls einem standigen
Ab- und Wiederaufbau. Von den sauren MPS unterscheiden sie sich durch ihren
sehr niedrigen oder fehlenden Gehalt an Uronséuren und Estersulfaten. Die
Kohlenhydrat-Komponente ist bei ihnen sehr fest mit dem Protein als Zucker-
Eiweil-Komplex verbunden. Histochemisch sind sie mit der PAS-Reaktion
darstellbar, Ihr Gehalt an Neuraminsidure (GorrscHALK, KLENK) erklirt, daB
es sich nicht um chemisch neutrale Molekiile handelt.

11. Das funktionelle Zusammenspiel von Zellen und Grundsubstanzen
bei der Wundheilung nach Aortentransplantation

Die bisherigen Befunde sagen nun aber noch nichts iiber den nidheren Hergang
solcher physiologischen Ab- und Umbauprozesse in der Aorta aus. Dariiber wissen
wir bis jetzt recht wenig. Die meisten Ergebnisse wurden durch chemische oder
physikalische Aufarbeitung von Fasern gewonnen, die aus dem Gewebsverband
isoliert waren. Die auf solche Weise analysierten Stoffe konnen aber u. E. zunichst
nur als chemisch-physikalische Reaktionsprodukte zwischen den jeweils benutzten
Agentien und den isolierten Fasern bzw. deren Bausteinen angesehen werden.
Das gilt besonders fiir die verschiedenen Kollagenformen (LindDNER u. Mitarb.,
GrassMANN u. Mitarb., KtaN u. Mitarb.). Die eigentlichen Entwicklungsablaufe
lassen sich indessen am besten im embryonalen Bindegewebe oder bei reparativen
Prozessen verfolgen. Wir haben deshalb versucht, in einer Serie von Experi-
menten eine groBere Reihe dicht aufeinander folgender Stadien der Entwicklung
einer Aorten-Ersatzwand zu erhalten. Das Zusammenspiel von Grundsubstanz-
MPS und Fibrillogenese riickt gewil} die Zellen in den Mittelpunkt der Betrach-
tung. Es bleibt aber zu kliren, ob die Zellen lediglich Bildungsort sind oder ob sie
dariiber hinaus eine wichtige Stellung als Kontroll- und Steuerorgan fiir einen
gerichteten Stofftransport einnehmen und evtl. auch transformatorische Auf-
gaben zu erfiillen haben.

Die Eingliederung von Kunststoff-Prothesen und homologen Segmenten in
eine Arterie vollzieht sich nach den biologischen Gesetzen der Wundheilung, wie
wir an anderer Stelle ausfithrlich dargelegt haben (Cain, CAIN u. CARSTENSEN).
Das von der gew6hnlichen Wundheilung Abweichende liegt darin, dal zwischen
lebendes GeféBgewebe ein nicht vitales Pflanzstiick eingeschaltet ist. Wenn auch
der Blutstromwirkung die entscheidende Rolle als Gestaltungsfaktor fir die
endgiiltige Ausdifferenzierung einer neuen Ersatzwand zukommt, so kénnen
doch von der Eigenart homologer Transplantate zusédtzliche Impulse zumindest
auf den Ablauf der frilhen Wiederherstellungsphase ausgehen. Die einzelnen
Phasen lassen sich bei der Homoioplastik in zeitlicher Reihenfolge folgender-
malen aufgliedern: mantelformige Fibrinumhitillung des Implantats, Ausbildung
einer Triimmerzone infolge lytischer Verdnderungen der Implantat-Intima und
-Adventitia, Triitmmerbeseitigung durch Resorption, Entwicklung eines lockeren
Keimgewebes, vermehrte Zellproliferationen, Fibrillogenese, Differenzierung von
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Neo-Intima und Neo-Adventitia, langsame Substitution der alten Media. Nach
Alloplastik verlduft der ganze Prozel verkiirzt und schneller.

Innerhalb der in der Frithphase gebildeten Fibrinschicht treten schon nach
wenigen Tagen rasch sich vermehrende Fibroblasten auf. Um deren gelb-griinlich
fluorescierende Kerne sind zunéchst einzelne, bald aber zahlreiche feingranulire
AO-positive Substanzen gelagert. Solche rot leuchtenden Kérnchen beobachten
wir nicht nur in nativen Gefrierschnitten, sondern konstant in der gleichen
Intensitdt auch im formalinfixierten Transplantatgewebe, das erst nachtriglich
fluorochromiert wurde. Das bedeutet aber, dafl die Fluorescenz im Vital- bzw.
Supravitalpraparat nicht etwa Folge einer aktiven Zelltitigkeit im Sinne eines
zelleigenen Reaktions- oder Abwehrmechanismus ist. Vielmehr muf3 sie mit
jenen Cytoplasmastrukturen in Zusammenhang gebracht werden, die von vorn-
herein eine hohe Konzentration an sauren MPS aufweisen. Es handelt sich um
das Aquivalent einer primiren intraplasmatischen Synthese. Freilich ist der
MPS-Aufbau in der Zelle an die Bereitstellung gentigender Mengen an Amino-
zuckern und Uronsduren, die aus Glucose gebildet werden, sowie an Sulfat- und
Acetylgruppen gekniipft. Interessanterweise finden wir dementsprechend bei
vergleichenden biochemischen Untersuchungen (die gemeinsam mit E. BUDDECKE
vorgenommen wurden) in diesem Initialstadium in dem jungen, zwar reichliche
Fibroblasten, aber noch keine Fasern enthaltenden Bindegewebe Hyaluronsiure
und die in der ,,Chondroitin““-Fraktion vertretenen anionischen Polysaccharide,
die teilweise als Synthesevorstufen des Chondroitinsulfats anzusehen sind.

Is erhebt sich nun die Frage, an welche Zellstrukturen der Aufbaw saurer M PS
gekoppelt ist. Hier kann natiirlich nur die Elektronenmikroskopie weiterhelfen.
Zieht man diesbeziigliche Beobachtungen an jungen Fibroblasten und Histio-
cyten, wie sie beispielsweise SorEWARZ und MERKER erhoben haben, zum Vergleich
heran, so zeigt sich in diesen Zellen eine méchtige Entfaltung des endoplasmati-
schen Reticulums, Dessen auseinandergewichene Membranen bilden teils klein-
vesiculdre, teils grolle zisternenartige Rdume, die mit einem feingranuldren Inhalt
erfillt sind (vgl. Jackson). ScEwaRz und MERKER neigen dazu, die kleinvesi-
culdre Komponente des endoplasmatischen Reticulums fiir die Bildung von MPS
verantwortlich zu machen, wihrend K¥EsE und Kwoor die MPS-Synthese in
die zisternenférmig aufgetriebenen Strukturen des e.R. lokalisieren. In diese
Befunde lassen sich die eigenen Fluorescenzbeobachtungen insofern einordnen, als
im Stadium der intracelluléren Bildung AO-positiver Granula der ganze Zelleib
méchtig anschwillt und jetzt oft diffus homogen rot erscheint infolge ungewohn-
lich dichter Lagerung zahlreicher Farbgranula. Werden diese im Verlauf der
weiteren Entwicklung an den extracelluliren Raum abgegeben, so nimmt der
Umfang der Fibroblasten wieder ab. Dementsprechend dndert sich auch das
Fluorescenzbild. Man findet jetzt infercelluldr eine leuchtende Rotfirbung,
wahrend das Cytoplasma der nun wieder schmal gewordenen Bindegewebszellen
gar nicht oder nur schwach griinlich fluoresciert und die Kerne, die vorher z. T.
durch AO-Granula iberlagert waren, wieder stirker hervortreten. Die Phase
der cytoplasmatischen Rotfluorescenz mufl also als Ausdruck eimer gesteigerten
Zellaktivitit im Sinne einer ,,Sekretbildung gedeutet werden.

Den Ausschleusungsmechanismus von MPS-Granula kénnen wir nach den
bisherigen lichtoptischen Bildern nicht sicher definieren. Der ganze ,,Sekret-



254 H. Carx und H. ProB:

bildungsproze“ scheint jedoch perinucledr zu beginnen und sich dann zunehmend
bis an die Zellperipherie auszudehnen. Unsere Vorstellung tiber die Abgabe geht
dahin, daB sich solche peripheren sekrethaltigen Vesiculae schlieBlich 6ffnen und
somit ein Ausstromen ihres Inhaltes nach aufBen erméglichen.

Den Bindegewebszellen obliegt auller der Synthese aber auch die Steuerung
eines gerichteten Stofftransportes. Wie sehr ihre Tétigkeit dabei von der Zu-
sammensetzung und der Menge der Intercellularsubstanzen abhingt, gehtdaraus
hervor, daf} die Grundsubstanzen die Diffusionsstrecke zwischen GefaBlumen und
Fibroblasten bestimmen. Ist die Grundsubstanzpermeabilitdt etwa infolge Ver-
breiterungen und Verdichtungen erschwert, so erklart sich daraus, selbst bei
normaler nutritiver Situation, ein Absinken der energetischen Zelleistung.

III. Zur Frage der Bezichungen zwischen verschiedenen Bindegewebszelliypen
und verschiedenen souren M PS

Bei vielen Tieren finden wir nun auBler Fibroblasten und Histiocyten, die
vorwiegend Bildner von Hyaluronsiure und der Chondroitinfraktion sind, gehduft
Mastzellen, deren Cytoplasma ebenfalls mehr oder minder stark mit AO-positiven
Substanzen angefillt ist (vgl. Hirr, ErckaoFF und ScHUMMELFEDER). Bereits
STAEMMLER sah in diesen Zellen einen wichtigen Herstellungsort schleimigen
Intercellularkittes, ohne ihn allerdings chemisch schon nédher definieren zu kénnen.
Zahlreiche andere Untersucher konnten spéter die in den Mastzellen enthaltenen
Stoffe als Heparin identifizieren. Unsere Fluorescenzbefunde fithren nun zu der
Feststellung, daf die Mastzellengranula in verschieden alten Implantaten sich
dem Fluorochrom gegeniiber different verhalten. Im jungen Granulationsgewebe
sind sie meist leuchtend hellrot gefarbt, in etwas dlteren Transplantaten werden
sie zunehmend dunkler, und in noch spéteren Stadien nehmen sie schlieflich eine
ausgesprochen braune Metachromasie an. Man kann aber auch in ein und dem-
selben Priparat unmittelbar nebeneinander unterschiedlich fluorescierende Mast-
zellen finden. Dieses Phinomen legt die Annahme eines intracelluldren Reifungs-
prozesses der Mastzellen-MPS nahe. Man muBl hier an Dehydratationen oder
an eine echte Anderung im Chemismus denken. Méglicherweise steht am Beginn
des MPS-Cyclus der Mastzellen die Bildung von Substanzen, die zu diesem
Zeitpunkt vorwiegend Hyaluronsiurecharakter haben. Dabei wére auch an eine
unterschiedlich hohe Veresterung der Hyaluronsdure als Ursache hellerer oder
dunklerer Rottonungen nach AQ-Behandlung zu denken. Nach Abgabe eines
Teiles dieser Substanzen in den extracelluliren Raum koénnte dann das in der
Zelle verbliebene MPS unter gleichzeitigem Groberwerden der Granula zu He-
parin weiterentwickelt und als solches gespeichert werden (AsBoE-HANSEN,
RirLev). Dafiir sprechen 2 Beobachtungen: 1. Das Verhalten in der abgestuften
Toluidinblau-pg-Reihe zeigt, daB manche Mastzellen stark saure MPS enthalten,
wahrend andere trotz quantitativ gleicher Bestiickung mit Granula nur gering
saure Substanzen aufweisen, ein Befund, der als solcher iibrigens mit Beobach-
tungen von LENNERT und ScHUBERT an Knochenmarksmastzellen in guter
Ubereinstimmung steht. 2. Bei Hyaluronidase-Verdauung von nativen Trans-
plantatschnitten konnten wir in Fibroblasten und in Mastzellen ziemlich rasch
einen Schwund der hellroten Granula und bald darauf (also nach lingerer En-
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zymeinwirkung) auch die Abnahme dunkelroter Kérnchen wahrnehmen. Da-
gegen blieben die dunkelbraunen CGranula in den Mastzellen selbst nach ein-
stiindiger Fermentwirkung unverdndert erhalten. Die unterschiedliche Resistenz
gegeniiber dem Enzym laBt sich ebenfalls mit der Auffassung verschiedener
Sduregrade und verschiedener MPS-Typen solcher farblich differenter Koérnchen
in Einklang bringen. Insgesamt kommen wir zu der Annahme, daf} die Bildung
etnzelner saurer M PS-Typen von wnierschiedlichen Differenzierungsformen und
evtl. auch vom Aller bindegewebiger Zellen abhdngig ist.

IV. Die Stoffwechselvorginge wihrend der Wundheilung in biochemischer Sicht

Chemische Analysen von Aortentransplantaten sind uns aus dem bisherigen
Schrifttum nicht bekannt geworden. Dennoch weisen die histologischen und
histochemischen Befunde (ScHorw, PETRY u. BArzxeEr, PETRY u. HEBERER,
CAmsAR, CAIN u. CARSTENSEN, BRAUNSTEIN, HALPERT u. Mitarb., LINDER u.
Mitarb.) darauf hin, da die Neubildungsvorgidnge nach Arterientransplantation
im wesentlichen den allgemein-biologischen Prinzipien der Wundheilung ent-
sprechen. Der Gesamtablauf stellt sich auf Grund der eigenen chemischen
Ergebnisse in Form einer zweigipfeligen Kurve dar. Wenn man die Wundheilung
im engeren Sinne in 2 Phasen aufgliedert, namlich in die Zellproliferation und in
die Fibrillogenese + Faserdifferenzierung, so zeigt sich, daf} die initiale Zell-
proliferation mit einem steilen Anstieg hexosaminhaltiger Grundsubstanzen als
Ausdruck der MPS-Synthese einhergeht. Interessant und wichtig ist aber, dal}
dieser 1. Gipfel keineswegs nur anionische Heteropolysaccharide (saure MPS)
umfaflt, sondern gleichzeitig und offenbar in noch stirkerem Male auch die
neutralen Glykoproteide betrifft. Das belegen die PAS-Priaparate und vor allem
die beim Kochen mit Saure aufgetretene rothraune Farbkomponente in den Uber-
stdnden. Einen ungefidhren Eindruck von den quantitativen Verhiltnissen ver-
mittelt die vorn wiedergegebene Tabelle, wenn man den Differenzwert zwischen
Carbazol- und Orcin-Reaktion (der die Menge neutraler MPS enthilt) betrachtet.
Uber die genaue prozentuale Verteilung von sauren und neutralen MPS in unter-
schiedlich alten Transplantaten wollen wir erst nach Abschlufl weiterer sdulen-
chromatographischer Fraktionierungen gemeinsam mit E. BUDDECKE berichten.
Eine solche forcierte de novo-Synthese ist freilich an eine ausreichende Blut-
gefdflversorgung des jungen Mesenchyms gebunden. Aufler Sauerstoff kommt
zahlreichen Wirkstoffen (z. B. Vitamin A, By, C) eine bedeutende Rolle fiir die
GroBe der Stoffwechselleistungen zu, die auch an der hochgradig gesteigerten
Aktivitdt der alkalischen Phosphatase und der Phosphoamidase sowie an dem
Anstieg von Nucleinséuren ersichtlich ist (vgl. Abb. 4 und 5).

Die 2. Phase der Wundheilung ist biochemisch durch einen nicht minder
steilen Anstieg von Hydroxyprolin gekennzeichnet, der das Ausmall der jetzt
erfolgenden Kollagensynthese reprdsentiert. Mit der Zunahme der Hydroxy-
prolinmenge fillt die MPS-Synthese wieder ab. Eine Normalisierung von
Kollagen, MPS und Grundsubstanzen im Transplantatbereich beobachten wir
8—12 Monate nach der Operation, sofern die Wundheilung ungestért und in
einem ausgewogenen Milieu erfolgte, d. h. degenerative Prozesse nicht aufge-
treten sind.
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V. Die Bedeutung saurer und neutraler M PS fiir die Fibrillogenese

Frithere Beobachtungen am unspezifischen Granulationsgewebe haben
eigentlich immer nur die forcierte Biosynthese sulfathaltiger MPS (bes. Chon-
droitinsulfat) in den Vordergrund gestellt. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch, da
an der Bereitstellung eines fir die Faserentstehung adiquaten extracelluliren
Mediums auBler freien sauren MPS auch ganz erhebliche Mengen an neutralen
MPS beteiligt sind. Dabei ist bis heute nicht sicher, ob sie — wie die sauren
MPS — in der Arterienwand selbst durch deren Zellen aufgebaut werden oder ob
sie evtl. mit dem Saftstrom vom Lumen her in die Wand eindringen und somit
eigentlich nur eine sekundére Komponente der bindegewebigen Grundsubstanzen
darstellen, deren primérer Bildungsort auBerhalb der GefaBwand liegt (BUDDECKE,
ScrALLOCK, DIscHE u. Mitarb., RATZENHOFER u. SCHAUENSTEIN). Fiir die 2. Mog-
lichkeit kénnte ihre chemische Verwandtschaft mit den Glykoproteiden des Blut-
plasmas sprechen. Wie dem auch sein mag, sind sie doch ein integrierender Be-
standteil der Aorta und von grofler Wichtigkeit fiir die Stabilisierung der Fasern
und die Aufrechterhaltung der sog. Bindegewebsbarriere.

Erst innerhalb einer wihrend der 1. Wundheilungsphase derart ausgeglichenen
intercelluldren Grundsubstanz kénnen sich dann im Stadium der Fibrillogenese
von den Fibroblasten gelieferte Kollagenvorstufen zu feinsten fluorescenzoptisch
blaBBgriin leuchtenden Teilchen kettenartig zusammenlagern und im weiteren
Verlauf zu Fibrillen entwickeln. Diese Bilder erinnern an frithere Befunde von
SEx1 sowie DorsAnskI und Rourkr. Sie sind gleichermallen eine Bestétigung
der extracelluldren Faserentstehung. Im Cytoplasma von Fibroblasten konnten
wir einen solchen Zusammenschlul griin fluorescierender Teilchen nicht beob-
achten (vgl. demgegeniiber WASSERMANN, JACKSON, PORTER u. PAPPES, GIESERING,
ZawiscH). Fir den Aufbau der zuerst entstehenden Reticulinfasern und der spéter
auftretenden Kollagenfasern wird ein groBer Teil neutraler MPS verwendet. Man
findet sie bei der Perjodsdure-Methode mantelartig verdichtet um die Fasern
herum bzw. an deren Oberfliche. Der positive Ausfall der PAS-Reaktion erfolgt
freilich nicht nur durch die Anwesenheit neutraler MPS, sondern muf$} in Uber-
einstimmung mit GRAUMANN, LINDNER, SCHWEINITZ u. FREYTAG sowie BRAUN-
Farco auf den Gesamtgehalt an Kohlenhydratanteilen in den Kittsubstanzen,
nicht aber auf die Oxyaminosduren des Kollagens zuriickgefithrt werden. Dabei
werden in die reticuldren Fasern offenbar noch mehr KH-haltige Stoffe eingebaut
als in kollagene Fasern. In diesem Sinne 148t sich auch die mit der Faserreife
parallel gehende Wiederabnahme der histochemischen Darstellbarkeit der sauren
und neutralen MPS interpretieren.

Setzt man nun Nativschnitte von der jungen Transplantatwand einer Saure-
hydrolyse oder Hyaluronidaseverdauung aus, so beobachtet man als erstes einen
Abbau von Kittsubstanzen, der mit einer Auflockerung der Faserrdnder einher-
geht und hier nun wieder zu einer Verstirkung der histochemischen Reaktionen
auf MPS fiihrt. Erst spéter reagieren auch die interfibrilliren Riume in derselben
Weise. Ein prinzipiell gleichartiges Phénomen sehen wir als Ausdruck intra-
vitaler Abbauprozesse an Fasern, Grund- und Kittsubstanzen im Bereich der
Nahtstellen zwischen Empfangergefifl und Implantat (vgl. MERNIN, ALLGOWER,
CarcHPOLE, RATZENHOFER u. PROBST, ScHURMANN). Hier kommt es durch die
operativ geschaffenen Wundverhéltnisse zu lokalem Zellzerfall, Eindringen von
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Blutserum und Ausfillung von Fibrin. Dadurch werden lytische Vorginge an
den Fagern eingeleitet, die sich sehr bald im Freiwerden saurer und neutraler
MPS und damit in den beschriebenen Farbeffekten zu erkennen geben. Carcn-
poLE konnte im Wundrandgebiet sogar eine Kollagenase nachweisen.

Es hat sich also gezeigt, dafl unter den die reticuldren und kollagenen Fasern
aufbauenden Faktoren den neutralen Glykoproteiden eine ebenso wichtige Rolle
zukommt, wie sie von den sauren MPS schon linger bekannt ist. Wahrscheinlich
handelt es sich bei den neutralen MPS um einen bedeutsamen Bestandteil der-
jenigen Substanz, welche die Filamente und Fibrillen miteinander verbindet und
die, in die Kittsubstanz eingebaut, wesentlich zur Stabilisierung der Fasern
beitrigt und gleichzeitig die Fasereinheiten besonders vor pathologischen
Quellungen schiitzt. Fehlen wihrend der Fibrillogenese neutrale MPS oder
sind sie in zu geringer Menge vorhanden, so resultiert daraus — ebenso wie bei
quantitativen und qualitativen Anderungen der sauren MPS — eine funktionelle
Minderwertigkeit der entstehenden Fasern, die Schwichung oder sogar Auf-
hebung der sog. Bindegewebsbarriere bedeutet (vgl. Banca, Baro, Szasé und
Baxca, LoEwEN, NEMETH-C30KA). Verschiebungen im Verhéltnis Kollagen: MPS
beeintrichtigen das Speicherungs- und Fixierungsvermogen fiir extracelluldres
Wasser. Anderungen innerhalb der Gruppe saurer MPS haben Stoérungen der
physiologischerweise ausgewogenen Ionenaustauschfunktion zur Folge und
bedingen Kalkablagerungen sowie zusétzliche degenerative Erscheinungen. Hier
sei auch an die in vitro-Versuche von HIGHBERGER, GROSS und SCHMITT erinnert,
die zur Entstehung von Fibrillen mit abartigem Querstreifungsmuster, dem
,fibrous long spacing” Kollagen oder dem ,,segment long spacing™ Kollagen
fiihrten. Diese Versuche zeigen, daBl die ionogenen Gruppen der MPS die Art der
Zusammenlagerung von Tropokollagen-Molekillen zu steuern vermdgen. Ins-
gesamt erweisen sich die ausgeglichenen Grundsubstanz-Mucopolysaccharide als
eine Art Matrize und im Verein mit den ebenfalls cellulir synthetisierten Kollagen-
vorstufen als Schritbmacher (in zeitlicher, qualitativer und quantitativer Hinsicht) der
Fibrillogenese. Auch im fertigen Bindegewebe bilden Zellen, Grundsubstanzen und
Fasern eine untrennbare Funktionseinheit.

GewiB bediirfen die bisher gewonnenen Ergebnisse tiber den Stoffwechsel
bindegewebiger GefiBstrukturen unter verschiedenen funktionellen Bedingungen
weiterer Erginzung von biochemischer Seite, damit es moglich wird, Stérungen
des dynamischen Gleichgewichts zwischen Zellen, Grundsubstanzen und Fasern
in ihren zweifellos sehr komplexen Zusammenhédngen 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 betrdchtlicher Umsatz von Grundsubstanz-
Mucopolysacchariden statt. Die Eingliederung von Kunststoffprothesen und
homologen Segmenten (die vorher in Palacos konserviert waren) geht mit einer
stark gesteigerten Synthese hexosaminhaltiger Grundsubstanzen einher. Sie
umfafBt nicht nur anionische Heteropolysaccharide, sondern beinhaltet in noch
stirkerem Mafe neutrale Glykoproteide. Das ausgeglichene MPS-Spektrum ist
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eine Art Matrize und zusammen mit den ebenfalls celluldr gebildeten Kollagen-
vorstufen der Schrittmacher der Fibrillogenese. Der dem MPS-Gipfel zeitlich
nachfolgende Hydroxyprolin-Anstieg reprisentiert den Grad der Kollagen-
synthese. Fiir die mechanischen Fahigkeiten (bes. die sog. Bindegewebsbarriere)
sowie fiir einen geordneten Wasser- und Elektrolythaushalt der Ersatzwand ist
das den funktionellen Bedirfnissen angepalite Stoffwechselgleichgewicht zwischen
Zellen, Grundsubstanzen und Fasern entscheidend.

Summary

Within the limits of basic physiologic metabolism, in the normal aorta of the
dog there is an appreciable metabolism of ground substance-mucopolysaccharides.
The grafting of plastic protheses and homologous segments (which have been
preserved in Palacos) is accompanied by a greatly increased synthesis of ground
substances containing hexose amines. This includes not only anionic hetero-
polysaccharides but also in still greater quantities neutral glucoproteides. The
compensated MPS spectrum acts as a sort of matrix. Together with the collagen
precursors formed likewise from cells, it is the pacemaker for fibrillogenesis. The
rise in hydroxyprolin, 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
quality 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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