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Das Problem der Massenzunahme des Herzmuskels bei vermehrter Belastung
beschiftigte seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts Pathologen und Kliniker.
So traten RorrTaNSKY (1856), RINDFLEISCH (1886) und andere fiir eine Entstehung
der Gewichtszunahme durch Hyperplasie der Herzmuskelzellen ein. Die Unter-
suchungsergebnisse von GOLDENBERG (1886), TaneL (1898), spiter auch von
RomBERG (1906), AscHOFr (1906) und MONKEBERG (1924) sprachen mehr fiir
eine Volumenzunahme der einzelnen Muskelfasern, also eine Hypertrophie nach
erhohter Belastung. Erst Harrison (1931 und 1935), spéiter vor allem LinzeacH
(1947) und Horr (1955) haben durch exakte Messungen und mathematische Be-
rechnungen nachgewiesen, daf} in der Regel beim menschlichen Herz tatsichlich
eine Hypertrophie der Muskelfasern eintritt. Allerdings konnte LinzBacH zeigen,
daB in seltenen Fillen auch eine Hyperplasie vorkommen kann.

In der vorliegenden Arbeit soll auf Grund tierexperimenteller Untersuchungen
unter Anwendung der autoradiographischen Methode nach Applikation von
Tritium-Thymidin, einem selektiven Vorldufer der Desoxyribonucleinséure, zur
Frage der Hyperplasie bzw. Hypertrophie der Herzmuskelzellen Stellung genom-
men werden. Elektronenmikroskopische Untersuchungen sollten gleichzeitig die
feinstrukturellen Verinderungen erfassen. Die Widerstandserhdhung in der
AusfluBbahn und damit eine Druckerhéhung in der linken Herzkammer lielen
sich durch eine supravalvulire Aortenstenose erzeugen. Mit Hilfe dieser Methode
war es moglich, den Zeitpunkt einer Druckerhéhung im linken Ventrikel zeitlich
genau festzulegen.

Methodik

Die Untersuchungen wurden an 50 Wistarratten im Alter von 5 Monaten mit einem durch-
schnittlichen Kérpergewicht von 250 g durchgefithrt. In Atherintubationsnarkose (Technik
s. Verdffentlichung WEGNER) lagerten wir die Ratten auf den Riicken und stellten nach Lings-
spalten des Sternums das vordere Mediastinum dar. Nach Hochschlagen des Thymusrestes
wurde die Aorta ca. 3 mm oberhalb der Segelebene mit Hilfe eines Dechamp und Seidenfadens
umschlungen und die Lichtung auf ca. ein Drittel des Durchmessers bis zur beginnenden
akuten Insuffizienz des linken Ventrikels, erkennbar an einer Dilatation desselben, eingeengt.
Der Thorax wurde durch Adaptationsnihte des Sternums unter maschineller Blihung der
Lunge verschlossen. Die postoperative Mortalitit lag um 30%. Je ein Tier wurde 5, 7 und
24 Std nach dem Eingriff, weiterhin in regelmédBigem Tagesabstand bis zu 14 Tagen, dann
in regelmiBigem Wochenabstand bis zu 3!/, Monaten nach der Operation getotet. Jeweils
60 min vorher bekamen die Ratten 2 pC *H-Thymidin (spez. Aktivitdt 3000 mC/mMol —The
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Radiochemical Centre, Amersham) pro Gramm Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Da das
SH-Thymidin in der DNS-Synthesephase zur Chromosomenverdoppelungszeit in den Kern
eingebaut wird, lassen sich im Autoradiogramm durch Bestimmung von silberkorngekenn-
zeichneten Zellkernen und von Mitosen Riickschliisse auf eine stattfindende Hyperplasie
ziehen.

Sofort nach Entnahme des noch schlagenden Herzens wurde das Gewicht festgestellt und
zwei Gewebsstiicke der linken Herzkammer in 4% gepuffertem Formol fixiert. Weiterver-
arbeitung zu Autoradiogrammen in 4 p dicken Paraffinschnitten unter Verwendung der
fliissigen Emulsion Gy-Ilford. Expositionszeit 8—14 Tage, Farbung Himatoxylin-Alaun und
Kresylviolett.

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung fixierten wir ein lebendfrisches benach-
bartes Stiickchen der linken Herzkammer in 6 %igem gepuffertem Glutar-dialdehyd (pH 7,2).
Nach 10—12 Std wurde das Gewebe unter einem Prépariermikroskop in eine endokardnahe,
eine mittlere und eine epikardnahe Schicht aufgeteilt und getrennt weiterverarbeitet. Griind-
liche Entwisserung in Puffer aber 10—12 Std, Fixierung in 1%iger 0sO,-Ldsung (pH 7,2),
Entwésserung und Einbettung in Epon. Zur Lokalisation entsprechender Stellen wurden die
Priparate semi-diinn (0,5—1 ) auf einem Porter-Ultramikrotom Typ MTT geschnitten und
anschlieBend gefdrbt. Nach dem lichtmikroskopischen Befund schnitten wir entsprechende
Gewebebezirke ultradiinn mit dem LKB-Ultrotom fiir die Untersuchung im Elektronenmikro-
skop und kontrastierten mit Bleihydroxyd oder mit Uranylacetat. Zum Teil untersuchten wir
die fertigen Schnitte nach Imprédgnieren mit 2% Phosphorwolframsiure. Die elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen erfolgten mit einem Elmiskop I.

Als Kontrollen dienten 10 Ratten desselben Stammes und von gleichem Kérpergewicht.
Bei 5 Tieren wurde eine Thorakotomie vorgenommen, die iibrigen wurden ohne Eingriff in
gleicher Weise untersucht.

Ergebnisse
1. Autoradiographische Untersuchungen und Herzgewicht

Bei den Kontrollratten gleichen Alters verhielten sich die Befunde der Tiere
nach Thorakotomie und unbehandelte Ratten in gleicher Weise: Auf 10000 Herz-
muskelkerne fand sich hochstens ein Zellkern, der durch Silberkérner nach
*H-Thymidininjektion markiert war. Mitosen waren nicht erkennbar. Weiterhin
waren vereinzelte Adventitia- bzw. Endothelzellkerne markiert. Das mittlere Herz-
gewicht betrug auch bei weiteren untersuchten Kontrollratten in der Gewichts-
klasse um 250 g 1,03 g. ~— Nach der experimentellen Aortenstenose waren bis
zum ersten postoperativen Tag einschlieBlich keine signifikanten Verdnderungen
autoradiographisch am Myokard zu bemerken. Vom zweiten Tag an treten im
Autoradiogramm des Herzmuskels der linken Kammer vorwiegend in der
subendokardialen und mittleren Schicht stellenweise gehduft markierte Herz-
muskelkerne auf (Abb. 1). Auch die Adventitiazellen sind abschnittsweise etwas
vermehrt markijert. Die Herzmuskelkernmarkierung ist in den beschriebenen
Schichten jedoch unregelmiBig, die Zahl der markierten Zellkerne zur Gesamt-
kernzahl (*H-Index) betrigt in einzelnen Abschnitten bis zu 8%. Oft finden sich
in der Nahe der durch Silberkornschwirzung gekennzeichneten DN S-syntheti-
sierenden Zellkerne einzelne Herzmuskelkerne in mitotischer Teilung, diese Be-
funde sind auch am 7. Tag nach dem Eingriff noch nachweisbar. Ganz ver-
einzelt liegen in den ersten Tagen nach Anlegen der Aortenstenose in Nihe der
markierten Herzmuskelkerne auch Pyknosen und Kernfragmentationen. Eine
DNS-Synthese 146t sich im Autoradiogramm bis zum 14. Tag nach Einsetzen der
Druckerhohung in der linken Herzkammer nachweisen, ganz vereinzelt bis zum
21. Tag. Zu diesem Zeitpunkt und vor allem bei den untersuchten Tieren der fol-
genden postoperativen Wochen bis zu 3!/, Monaten wurde eine zunehmende
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Hypertrophie der Herzmuskelfasern und ihrer Kerne histologisch gefunden. An-

zeichen fiir eine Hyperplasie bestanden im Autoradiogramm zu den letzt-
genannten Zeitpunkten nicht mehr.

Abb. 1. Autoradiogramm des linken Rattenmyokards 2 Tage nach Anlegen der experimentellen Aortenstenose.
Markierte, DN S-synthetisierende Herzmuskelkerne (K), daneben Kern in mitotischer Teilung (Metaphase, M).
Ausschnitt aus mittlerer Myokardschicht
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Abb. 2. Herzgewichtskurve. Der postoperative Untersuchungstag ist logarithmisch auf der Ordinate eingetragen.
Der Zeitpunkt im Autoradiogramm ermittelter DN S-Synthese von Herzmuskelzellen wurde in Intensitdtsgraden
eingezeichnet; x stellenweise gehiufte Markierungen; o einzelne Markierungen; e ganz vereinzelte Markierungen

Die Kurve der Herzgewichte (Abb. 2) zeigt zum Zeitpunkt der DNS-Synthese
einiger Herzmuskelkerne zwischen dem 7. und 10. postoperativen Tag einen ersten
signifikanten Anstieg, im weiteren Verlauf nimmt das Herzgewicht entsprechend
der zu beobachtenden Hypertrophie der linken Herzkammer stindig bis zum
letzten untersuchten Wert nach 3!/, Monaten zu. Diese Gewichtszunahme war
einer alleinigen Massenzunahme der linken Herzkammer zuzuordnen,
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Abb. 3. Ausschnitt aus endokardnahem Abschnitt des linken Ventrikels, 2 Tage nach Anlegen der Aortenstenose.
In der Bildmitte, durch Pfeile gekennzeichnet, untergehende Muskeizelle. Die angrenzenden Zellen haben in
wechselnder Stirke verdinderte Mitochondrien. Vergr. 8000 x

2. Elektronenmikroskopische Befunde

In den ersten Tagen nach Anlegen der Aortenstenose lassen sich besonders
in den endokardnahen Abschnitten in einigen Herzmuskelzellen Veranderungen
an den Mitochondrien und am sarcotubuldren System nachweisen. Diese Ver-
dnderungen bestehen in einer Verkiirzung und Fragmentation der Cristae mito-
chondriales und in einer Auflosung der Cristae-Membranen. Das tubulire System
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stellt sich erweitert dar, das bevorzugt in den Spalten zwischen den Myofilamenten
liegende Glykogen ist in diesen Zellen vermindert. In einzelnen Herzmuskelzellen
dieses Abschnittes sind die Verdnderungen so weit fortgeschritten, dall auch die
Myofilamente zerstért werden und die Kerne sehr hell und ohne Chromatinsub-

Abb. 4. ¥ndokardnaher Abschnitt, 2 Tage nach Aunlegen einer Aortenstenose. Bildung von typischem Ergasto-
plasma in Zelikern (¥)-Nahe (—) Mitochondrien (M) z. T. mit Cristaeschwund., Myofibrillen (F). Z-Band (Z).
Tubulires System (7). Lipidtropfen (L). Vergr. 30000 x

stanzen sind (Abb. 3). Diese Zellen stellen sich im Lichtmikroskop mit pykno-
tischen Kernen dar. In der Nihe dieser Zellen finden sich besonders am 2. Tag
nach der Stenose Zellen, welche deutlich aktivierte Zellkerne zeigen, kenntlich
an einem grofien Nucleolus und einer Anlagerung von Chromatin an der Kern-
membran. Im Zellkernareal finden sich z.T. freie Ribosomen, z.T. sind die
Ribosomen an Membranen des glatten endoplasmatischen Reticulums angelagert
und bilden ein typisches Ergastoplasma. Der Glykogengehalt in solchen Zellen
ist vermindert. Auch sind die in den Spalten zwischen den Myofilamenten ge-
legenen Mitochondrien in einigen Féllen vacuolisiert oder mehr homogenisiert.
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Die MitochondriengréBe ist nicht einheitlich. Vereinzelt finden sich Koérper mit
myelinartigen Figuren und kleinere Fetttropfen. Auch Korper mit dichtem granu-
larem oder homogenem Inhalt sind bevorzugt im Zellkernareal zu beobachten
(Abb. 4 und 5).

Abb. 5. Geordnete Ribosomen (R) im Bereich von veriinderten Mitochondrien (M). Anschnitt eines pigment-
haltigen Korpers (€). Myofilamente (F) Versuchsanordnung vgl. Abb. 4. Vergr. 70000 x

Bereits am 2. Tag nach Anlegung der Stenose finden sich an Stelle der zugrunde
gegangenen Zellen (Abb. 3) im Extracellularraum quergestreifte Fibrillen z. T.
auch schmale Ausldufer von Fibroblasten. Die Fibroblastenausliufer sind in der
Regel von sehr feinen Fibrillen umgeben.

Die Endothelien der Capillaren (Abb. 6) haben Zellkerne mit reichlich Chroma-
tinsubstanz an den Kernmembranen. Thr Cytoplasma lift viele Ausliufer in das
Capillarlumen erkennen. Die Adventitiazellen sind weit verzweigt und reichen
bis in die Spalten zwischen die Muskelzellen hinein. Thre Zellkerne haben eine
deutliche Chromatinschale. Die sekundire Kernmembran ist mit Ribosomen
dicht besetzt. Das iibrige Ergastoplasma ist stark ausgebildet und wird von groBen
Mitochondrien mit dicht gelagerten Cristae durchsetzt. Das Frgastoplasma ist
in einigen Zellen stark erweitert und die Zisternen sind mit elektronendichtem
Material erfiillt. Im Cytoplasma dieser Zellen finden sich feinfidige Substanzen.
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Ahnliche feine Filamente sind im Extracellularraum unmittelbar an der Plasma-
membran gelegen (Abb. 6).

In der Nachbarschaft von stark aktivierten Capillarendothelien kénnen
schmale Zellen beobachtet werden, die in ihrem Cytoplasma unregelmiBig, z.T.

Abb. 6. Endokardnaher Abschnitt des linken Ventrikels, 6 Wochen nach Anlegen einer Aortenstenose. Der Zellkern
der Adventitiazelle (4d.) mit Chromatinschale. Tm Cytoplasma reichlich Ribosomen z. T. als Ergastoplasma (ER).
Extracellulir Fibrillen (#7). Angrenzend Capillarendothelzelle mit Zellkern (N') mit stark ausgebildeter Chromatin-
schale. Capillarlumen. Die angrenzenden Herzmuskelzellen mit Myofilamenten (F) und Mitochondrien (M).
Vergr. 23000 %

sternférmig angeordnete Z-Bandstrukturen erkennen lassen. Die Myofilamente
erscheinen ungeordnet. Eine Aufgliederung der Myofilamente in A- und J-Band-
Abschnitte oder in Sarkomeren ist in diesen Zellen nicht moglich. Mitochondrien

mit dicht gepackten Cristae liegen nur in einem begrenzten Zellbereich. Die Plasma-
membran 1iBt eine sehr starke Pinocytoseaktivitdt erkennen.
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Diskussion

Die autoradiographischen Untersuchungen des Rattenmyokards der linken
Kammer ergaben zwischen dem 2. und 14. Tag nach Anlegen der supravalvuliren
Aortenstenose sichere Zeichen einer Hyperplasie der Herzmuskelfasern. Diese
war nach SH-Thymidininjektion durch den Nachweis markierter Herzmuskel-
kerne und von Mitosen vorwiegend in der subendokardialen und mittleren
Schicht zu beweisen. Zeitlich im Anschlull an diese Veranderungen wurde eine
Hypertrophie der Herzmuskelzellen gefunden. Die experimentelle supravalvulire
Aortenstenose mit ihrer akut einsetzenden schweren Einengung der Ausflubahn
der linken Herzkammer ohne spater weiter ansteigende Druckerhéhung, wie z. B.
bei der Hypertonie, bedingt also hier ein abweichendes Verhalten des Myokards,
wie es Linzeacr (1947) und Horr (1955) in einigen Fallen beim menschlichen
Hypertonieherz jenseits des kritischen Herzgewichtes nachweisen konnten. Bei
den Hypertonieherzen bestanden in einzelnen Féallen bei ausgeprigter Hyper-
trophie Anhaltspunkte fiir eine Hyperplasie, wihrend im Tierexperiment bei
der supravalvuliren Aortenstenose die hyperplastischen Vorginge im Myokard
am Anfang einer zunehmenden Hypertrophie stehen.

Dieses andersartige Verhalten diirfte durch mehrere Faktoren bedingt sein.
Bei den vorliegenden Versuchen kommt es plotzlich zur starken Drucksteigerung
im linken Ventrikel, die zu einer akuten Insuffizienz fithrt. Die groBte Druckbe-
lastung diirfte vorwiegend auf den inneren und mittleren Myokardschichten liegen,
hier lielen sich auch Pyknosen von Herzmuskelkernen und weiterhin degenerative
Verdnderungen bei den elektronenmikroskopischen Untersuchungen nachweisen.
Ahnliche Befunde konnten KoLETzKY und Gopsrrr (1960) u. a. im Rattenmyo-
kard nach experimenteller renaler Hypertonie erheben.

Da die gefundenen Pyknosen sich &éfters in Ndhe von DNS-synthetisierenden
Herzmuskelkernen nachweisen lieBen, ist anzunehmen, daB die plétzliche Mehr-
belastung und zugrunde gehenden Einzelzellelemente einen Anreiz zur Ver-
mehrung der Herzmuskelfaserelemente geben. Daneben mul} bei der supraval-
vuldren Aortenstenose eine Druckerhohung im Coronarsystem und damit eine
vermehrte Durchblutung des &duflleren und mittleren Myokards angenommen
werden. Dieses konnten NEUFELD und WAGENVOORT (1962) bei einem Fall von
Hypoplasie der Aorta ascendens und BLuMENTAL und Waxe (1962) bei der akuten
experimentellen Aortenstenose beim Hund nachweisen.

Die zum Zeitpunkt der Hyperplasie nachweisbaren Kernteilungsvorginge
zeigten mitotische Querteilung der Herzmuskelzellen. Anhaltspunkte fiir eine
Léngsspaltung bzw. amitotische Teilung, wie sie NIETH (1949) bei hypertrophier-
ten menschlichen Herzen beschrieb, waren im Tierexperiment mit Aortenstenose
im Myokard nicht nachweisbar.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Herzmuskelzellen des linken
Ventrikels liel in den ersten Tagen nach Anlegen der Aortenstenose die gleichen
Verdnderungen erkennen, wie sie MoOLBERT (1957) und Pocur (1958) bei
Hypoxie, weiterhin OrTH und MorcaN (1962) bei experimenteller Anoxie
gefunden haben. Auch bei der renal hypertonbedingten Herzmuskelhypertrophie
konnten MOLBERT und Irsytma (1958) nach starker Belastung die beschriebenen
Verdnderungen an den Mitochondrien zeigen. Der Untergang von einzelnen
Herzmuskelzellen wird zum Teil auch durch Einsprossen von Fibroblasten gedeckt,
wobei vor allem die Adventitiazellen stark aktiviert werden. Die elektronen-
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mikroskopische Beobachtung von schmalen Muskelzellen in unmittelbarer Nach-
barschaft der kleinen Defekte deutet darauf hin, dafl es sich hier moglicherweise
um Zellen mit neugebildeten oder in Neubildung begriffenen Myofilamenten
handelt. Die im elektronenmikroskopischen Bild festgestellten Verénderungen an
den Mitochondrien und im Cytoplasma sowie die daneben bestehenden Neu-
bildungsvorginge in den Herzmuskelzellen stimmen zeitlich und in der Lokali-
sation mit den lichtmikroskopischen Untersuchungsergebnissen iiberein. Die histo-
autoradiographischen Untersuchungen und die Herzgewichtsbestimmungen haben
dariiber hinaus auch sichere Zeichen einer Hyperplasie und spéteren Hypertrophie
der Herzmuskelzellen ergeben.

Zusammenfassung

Eine supravalvulire Aortenstenose wurde bei 50 Wistarratten angelegt, die
Tiere im ansteigenden zeitlichen postoperativen Abstand bis zu 3%/, Monaten
getotet.

Die histoautoradiographische Untersuchung der Herzmuskelzellen des linken
Ventrikels nach *H-Thymidininjektion ergab zwischen dem 2. und 14. postopera-
tiven Tag Zeichen einer Hyperplasie, anschlieBend eine Phase der Hypertrophie.

Das elektronenmikroskopische Bild der Herzmuskelzellen ergab in den ersten
postoperativen Tagen neben Einzelzellnekrosen Verdnderungen an den Mito-
chondrien im Sinne einer Schwellung, weiterhin eine Erweiterung des endoplas-
matischen Reticulums und einen degenerativen Abbau der Myofilamente, gleich-
zeitig Zellaktivitatssteigerungen mit Bildung von typischem Ergastoplasma. Da-
neben sind in Ubereinstimmung mit den histoautoradiographischen Befunden
neugebildete Herzmuskel- und Adventitiazellen zu finden.

Changes in the Myocardium in Experimental Aortic Stenosis
Autoradiographic and Eleetron Mieroscopic Studies in the Hearts of Rats
Summary

Supravalvular aortic stenosis was produced in 50 Wistar rats. The animals
were killed at postoperative intervals up to 3!/, months. Histoautoradiographic
studies of the myocardial cells of the left ventricle after injection of tritiated
thymidine showed evidence of hyperplasia between the 2nd and 14th postoperative
day, thereafter evidence of hypertrophy. Within the first postoperative days
electron microscopically there were scattered cell necroses, swelling of mitochondria,
dilatation of the endoplasmic reticulum, degenerative alterations of myofilaments,
and an increase of cell activity with the formation of a typical ergastoplasm.
Corresponding to the histoautoradiographic findings one could see the formation
of new myocardial cells and cardiac adventitial cells,
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