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Awtoradiographic Studies of the Synthesis of DNA, Collagen and Mucopolysaccharides
wn Hxperimentally-Induced Proliferation of Aortic Intima

Summary. The development of obliterating endangiopathy in double stenosed aorta
abdominalis of the rat was investigated histologically and autoradiographically.

Intima cell proliferations which narrowed the vessel lumen were observed in 69 per cent
of the operated rats. 24 hours post operative the first DNA-synthesizing cells could be
observed at the level of endothelial cells by means of 3H-thymidine. The maximum of intima
cell proliferation was demonstrated at the 7th day as determined by the *H-thymidine-index.
At this time the output of 3H-proline-marked material from the proliferated intima cells could
be shown by varying the intervals between administration of radioactive amino acid and
sacrifice of the experimental animals. A considerable incorporation of *S-sulfate in pro-
liferating cells was measured photometrically.

The origin of these cells and their role in the beginning synthesis of collagenous fibres
and in production of sulfated mucopolysaccharides are discussed.

Zusammenjfassung. Am Modell der doppelt stenosierten Aorta abdominalis der Ratte wurde
die Entwicklung der obliterierenden Endangiopathie histologisch und autoradiographisch
untersucht.

Stenosierende Intimaproliferationen fanden sich bei 69% der Versuchstiere (n=84).
Bereits 24 Std post operationem konnten die ersten DNS-synthetisierenden Zellen im Endo-
thelbereich des eingeengten GefdBanteiles festgestellt werden. Das Maximum der Proliferation
von Intimazellen lag am 7. Tag, wie die Bestimmung des *H-Thymidin-Index ergab. Durch
Variation der radioaktiven Versuchszeit konnte zum Zeitpunkt des Proliferationsmaximums
die Ausschleusung *H-Prolin-markierten Materials aus den gewucherten Intimazellen nach-
gewiesen werden. AuBerdem wurde photometrisch ein betridchtlicher Einbau von 3 8-Sulfat
in die proliferierte Intima festgestellt.

Die Bedeutung dieser Zellen in der Initialphase der Kollagenfaserbildung sowie bei der
Produktion sulfatierter Mucopolysaccharide wird hervorgehoben.

Zellproliferationen der Intima sind nicht nur ein wesentliches Merkmal ver-
schiedener Angiitisformen wund der Thrombusorganisation, sondern auch ein
wichtiger Teilvorgang bei der experimentellen und menschlichen Arteriosklerose.

Obwohl seit langem lichtmikroskopische und neuerdings elektronenmikros-
kopische Befunde dariber vorliegen, dal} die gewucherten Intimazellen transfor-
mierte, in den subendothelialen Raum eingewanderte Muskelzellen der Media
darstellen (Buck, 1961; HACRENSELLNER u. Mitarb., 1965), werden mitunter
Intimazellwucherungen bei der Arteriosklerose oder bei verschiedenen experi-
mentellen Angiopathien von den Endothelzellen hergeleitet (FREDMAN u. BYERS,
1965). Die Rolle der proliferierten Intimazellen bei der Bildung von kollagenen
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Fasern und Mucopolysacchariden ist insbesondere im Zusammenhang mit der
Entstehung der Intimafibrose von Interesse. Durch histologisch-histochemische
Untersuchungen konnte diese bei der Erérterung der Genese von Angiopathien
schon klassische Frage nicht befriedigend gel6st werden.

Der ungeniigend bekannte zeitliche Ablauf der Intimazellproliferation, die
noch nicht endgiiltig geklarte Herkunft der proliferierten Zellen sowie ihre um-
strittene Beteiligung bei der Synthese von Kollagen und Mucopolysacchariden
veranlaliten uns zu den vorliegenden autoradiographischen Untersuchungen.

Zur Erzeugung von Intimazellwucherungen erwies sich die doppelte Ein-
engung der Aorta abdominalis der Ratte als geeignetes Modell. Durch diese Form
der experimentellen Aortenstenose konnten wir auch bei der fiir die vorgesehenen
Isotopenuntersuchungen gut geeigneten Ratte in einem hohen Prozentsatz zellige
Intimaproliferationen hervorrufen, wihrend bei der Bearbeitung dhnlicher Frage-
stellungen mit anderer Methodik hauptséchlich Kaninchen verwendet wurden
(SPaARAGEN u. Mitarb., 1962; HACKENSELLNER u. TOPELMANN, 1963).

Methodik

Es wurden 84 mgifnnliche, 150 g schwere Ratten vom Stamm ,,Rehbriicke® verwendet.
Die Tjere wurden in Athernarkose operiert; dabei wurde der infrarenale Abschnitt der Aorta

abdominalis doppelt eingeengt (Abb. 1). Die

Stenosjerung erfolgte mit Perlongarn. Zur
Erzeugung gleichmiBiger Einengungen wurde
A.renalis dextr

eine Kaniile (Nr. 20) eingebunden und letztere
sofort nach der Ligatur wieder entfernt. Der
Abstand zwischen den stenosierten Stellen be-
trng etwa 3 mm. Stets wurde die craniale
Stenose zuerst angelegt. Verschluf des Bauch-
deckenschnittes durch Klammerung.

A.renalis si.

|
|
|

Versuch 1

Zum Studium des Ablaufes der Zellprolife-
ration wurden Gruppen von je 3 Tieren in
folgenden Absténden getotet: Nach 12 8td, 1,2,
A.abdominalls 3,4,5,6,7, 10,14, und 21 Tagen. Alle Tiere er-
hielten *H-Thymidin (Thymidine-6-T (n), The
Radiochemical Centre Amersham, Bucking-
hamshire, England) in einer Dosis von 2uCi/g
Korpergewicht (spez. Akt.: 16 Ci/mMol) 60 min
vor der Tétung i.p. injiziert.

. _—
A.teae Versuch 2
Abb. 1. Schema der doppeltfen Stenos1erung In diesem Versuch wurde der Zellstoff-
der Aorta abdominalis wechsel zum Proliferationsmaximum und in

nachfolgenden Stadien untersucht.

DNS-Synihese. 12 Tiere erhielten am 7. Tag post op. *H-Thymidin (gleiche Dosis wie bei
Versuch 1) 60 min vor der T6tung i.p. appliziert. AuBlerdem wurden je 3 Tiere 24 und 48 Std,
1 weiteres 96 Std nach der *H-Thymidin-Injektion, die ebenfalls am 7. Versuchstag erfolgte,
getotet.

Kollagensynthese. 12 Ratten erhielten am 7. Tag post op. *H-Prolin (TRA 82, L-Proline-T
(G), The Radiochemical Centre Amersham, Buckinghamshire, England) in einer Dosis von
5001.Ci/100 g Korpergewicht (spez. Akt.: 460 mCi/mMol) intracardial injiziert. Davon wurden
je 4 Ratten nach 15, 60 und 240 min get6tet. 2 weitere Tiere bekamen die gleiche Aktivitats-
dosis *H-Prolin am 14. Tag post. op. appliziert; sie wurden 156 min danach getdtet.



Autoradiographische Untersuchungen zur Synthese von DNS 347

Mucopolysaccharidsynthese. Hierfur wurde 18 Tieren trigerfreies Na, »S0, (Isocommerz,
Dresden-Rossendortf) in einer Dosis von 500u.Ci/100 ¢ Korpergewicht 24 Std vor der Totung
i.p. injiziert. Davon befanden sich 12 Ratten am 7. Tag und je 3 am 14. und 21. Tag post op.

Von allen Tieren wurde unmittelbar nach der Tétung der eingeengte Aortenabschnité ent-
nommen. Nach 24stiindiger Fixierung in 4%igem gepuffertem Formalin und Paraffinein-
bettung wurden von jedem Block 8 Stufen geschnitten. Jede Stufe umfafite 20 Schnitte. Pro
Tier wurden also insgesamt 160 Schnitte hergestellt. Jeweils der erste und letzte Schnitt jeder
Stufe wurden nach HE-Firbung histologisch beurteilt und diejenige Stufe mit der maximalen
Intimaproliferation fir die autoradiographische Untersuchung ausgewihlt.

Es wurden die Emulsionen K 5 und K 6 (VEB ORWO) sowie G 5 (Ilford) verwendet, Nach
der unter strenger Konstanz der Bedingungen vorgenommenen Exposition, Entwicklung und
Fixierung wurden die Autoradiogramme mit HE geféirbt. Die Auswertung erfolgte nach 3H-
Thymidin-Gabe durch Auszihlung der markierten Zellen, durch Bestimmung des Prozent-
satzes der markierten Zellen und Ermittlung der Silberkorndichte pro 20p? Kernfliche, nach
3H-Prolin-Applikation durch vergleichende subjektive Beurteilung und nach 35S-Sulfatgabe
durch Photometrie bei 554 nm (Leitz-Mikroskop-Photometer). Stets wurden Autoradiogramme
mit gleicher Expositionszeit ausgewertet; diese betrugen nach *H-Thymidin-Gabe 2 bzw. 17
Tage, nach ®H-Prolin-Gabe 14 Tage und nach %S-Sulfat-Gabe 4 Tage.

Ergebnisse

Histologische Befunde
Insgesamt fanden wir bei 58 von 84 Versuchstieren (=69%) Intimazellpro-
liferationen (Abb. 2). Sie entwickelten sich in unterschiedlicher Ausprdgung,
abhéngig vom Operationszeitpunkt, hauptséchlich im Bereich des eingeengten
GefaBsegmentes, wie bereits von Buck (1961) nach doppelter Ligatur der Arteria
carotis communis der Ratte ausfithrlich beschrieben wurde. Die zellig verbreiterte
Intima und auch die Media zeigten gelegentlich lockere leukocytédre oder

Abb. 2. Hochgradige Lichtungseinengung der Aorta abdominalis durch erhebliche Intimazell-
proliferation 7 Tage nach doppelter Stenosierung. HE, 114 x
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rundzellige Infiltrate. Mehrfach fanden sich sektorformige Medianekrosen.
Héufig wurde eine entziindliche Reaktion in der Umgebung der stenosierten
Aorten beobachtet. Gelegentlich traten Abscedierungen und Thrombosierungen
auf.
Autoradiographische Befunde

Die ersten DN S-synthetisierenden Zellen zeigten sich 24 Std post op. im Bereich
des Endothels. 12 Std nach dem Eingriff waren noch keine markierten Zellen
erkennbar. Mehrere DNS-synthetisierende Zellen waren 2 Tage post op. im Endo-
thelniveau nachweisbar (Abb. 3). In den folgenden Tagen bestand eine deutliche
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Abb. 3. Drei marklerte, im Endothelniveau liegende Zellen 2 Tage post operationem.
SH-Thymidin. Radioaktive Versuchszeit: 60 min. HE, 960 x
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Abb. 4. Zahlrelehe DNS—synthetlslerende Zellen im Bereich der proliferierten Intima 6 Tage
post operationem. H-Thymidin. Radioaktive Versuchszeit: 60 min. HE, 800 x

Zunahme markierter Zellen (Abb. 4). Das Maximum lag am 7. Tag. Der 3H-Thymi-
din-Index betrug zu diesem Zeitpunkt 18,8. Danach kam es zu einer rapiden
Abnahme und am 21. Tag post op. waren nur ganz vereinzelt markierte Zellen
feststellbar (Abb. 5). In der Media waren ebenfalls nur ganz selten einzelne mar-
kierte Zellen erkennbar. AuBlerhalb des Operationsgebietes fanden sich in keinem
Fall DNS-synthetisierende Zellen in der Aorta. Die Silberkorndichte pro Kern-
flaicheneinheit nahm — offenbar als Ausdruck der der DNS-Synthese folgenden
Zellteilung — mit zunehmender radioaktiver Versuchszeit ab; insbesondere
konnten wir nach Intervallen von 48 und 96 Std eine betrichtliche Reduktion
der Silberkornzahl pro Kernflicheneinheit im Vergleich zu den Werten nach 1 und
24 Std feststellen.
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Die Untersuchungen mit dem Kollagenvorlaufer H-Prolin ergaben eine erheb-
liche Aktivitdt im Bereich der proliferierten Intimazellen und nur eine auBer-
ordentlich geringe Inkorporation der radioaktiven Aminosiure in die Media
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Abb. 5. Abhingigkeit der Anzahl DNS-synthetisierender Intimazellen vom Operationszeit-
punkt, Deutliches Proliferationsmaximum um den 7. Versuchstag

AT T e = :
Abb. 6. Deutlicher Einbau von 3H-Prolin fast ausschlieBlich im Bereich proliferierter Intima-

zellen. Lokalisation der Silberkérner iiber dem kernnahen Cytoplasma. Radioaktive Versuchs-
zeit: 156 min. HE, 1620 x

(Abb. 6). Dieser Unterschied in der relativen Grofie der Kollagensynthese diirfte
als real anzusehen sein, da innerhalb der GefaBwand wohl kaum mit verschiedenen
spezifischen Aktivitdten des Vorlduferpools zu rechnen ist. Die Lokalisation der
Silbergranula innerhalb der proliferierten Intimazellen war stark abhdngig von
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der radioaktiven Versuchszeit. Nach einem Intervall von 15 min zwischen Appli-
kation von ®H-Prolin und Tétung fanden sich die Kérner hauptséachlich {iber dem
kernnahen Cytoplasma, nach einstindigem Intervall vorwiegend in der Zell-
peripherie, wihrend nach einem Intervall von 4 Std die Granula im wesentlichen
im intercelluldren Raum lokalisiert waren. Es bestand kein auffélliger Unterschied
in der Silberkorndichte zwischen den Préaparaten nach 7 und 14 Tagen post op.

Abb. 7. Erheblicher Einbau von *S-Sulfat in die proliferierte Intima. Nur geringgradiger
Radiosulfateinbau in die Media. Radioaktive Versuchszeit: 24 Std. HE, 560 x

Nach 358-Sulfat-Applikation fand sich regelmiflig neben einer méBigen Jukor-
poration im Mediabereich ein betrdchtlicher Einbau in die proliferierte Intima,
ohne daB} in jedem Falle eine Zuordnung der Silbergranula zu den einzelnen Zellen
moglich war (Abb. 7). Photometrisch wurde bei diesen Priaparaten die Schwir-
zungsintensitédt iiber der proliferierten Intima sowie iiber der Aortenmedia ermit-
telt, wobei der mittlere Quotient Intima: Media 2,0 betrug. Es wurden keine
wesentlichen Schwankungen in der Einbauhohe von 23S-Sulfat 7, 14 und 21 Tage
post op. festgestellt.

Diskussion

Besonders die nach 3H-Prolin- und 35S-Sulfat-Gabe erhobenen Befunde zeigen,
daB die proliferierten Intimazellen bestimmte metabolische Merkmale aktivierter
Bindegewebszellen des Granulationsgewebes (Kunz u. Braszimany, 1967)
besitzen. Durch den autoradiographischen Nachweis des Ausschleusungsprozesses
SH-Prolin-markierten Materials aus diesen Zellen wird ihre bedeutsame Rolle bei
der Entstehung der Intimafibrose unterstrichen. Wenngleich der genaue zeitliche
Ablauf dieser Syntheseleistungen der gewucherten Intimazellen nicht eingehender
untersucht werden konnte, diirften die bisher erhobenen Befunde mit der u.a.
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von BrEDT (1957, 1961) vertretenen Auffassung einer vorwiegend acelluldren
Genese der Intimafibrose nicht zu vereinbaren sein. Denn gerade in der Initial-
phase der Kollagenfaserbildung kommt den proliferierten Zellen der Intima, wie
aus den Befunden nach Applikation des Kollagenvorldufers *H-Prolin hervorgeht,
eine entscheidende Bedeutung zu.

Die bereits frither von uns beobachtete (Kunz, 1965) starke Inkorporation von
38-Sulfat in die proliferierte Intima diirfte auch unter den vorliegenden Ver-
suchsbedingungen eine gegentiber der Media gesteigerte Sulfomukopolysaccharid-
synthese widerspiegeln. Die Intimazellwucherungen sind somit als verantwortlich
fir die vielfach histochemisch nachgewiesene Vermehrung sulfatierter Muko-
polysaccharide in dieser Gefafiwandschicht anzusehen. Erhohte Perfusion oder
gealtertes Insudateiweill als dessen alleinige Ursache anzufiihren (MITTELMAIER,
1959), scheint uns daher nicht vertretbar zu sein.

Die Herkunft der gewucherten, autoradiographisch als ,.Fibroblasten® zu
charakterisierenden Intimazellen kann auch durch die vorliegenden Ergebnisse
nicht als gekldrt angesehen werden. Die Entstehung dieser ,,myointimalen® Zellen
(Buok, 1961) aus transtormierten Media-Muskelzellen ist fir einen Teil der
experimentell induzierten oder spontanen Angiopathien auf Grund elektronen-
mikroskopischer Kriterien keineswegs zu bezweifeln. Andererseits lassen sich
manche Befunde von Friepman (1963) und FriepMaN u. Byrrs (1965) bei der
Cholesterinatheromatose des Kaninchens sowie das Auftreten einer befrichtlichen
Intimazellproliferation im Gefolge einer vollstindigen Zerstdrung der darunter
gelegenen Media-Muskelzellen durch Sdureverdtzung (HUTTNER 1. Mitarb., 1965)
oder nach Strahleneinwirkung (Kuxz u. Mitarb., 1965) nur schwer mit dieser
These in Einklang bringen. Unsere Beobachtung, daf die ersten markierten Zellen
nach *H-Thymidin-Gabe 24 Std nach der Einengung im Niveau des Endothels
auftreten, kann verbindlich nur durch weitere elektronenmikroskopisch-auto-
radiographische Untersuchungen gedeutet werden. Zur Zeit mufl neben der Mog-
lichkeit einer primédren DNS-Synthesesteigerung von echten Endothelzellen auch
erwogen werden, dall Media-Muskelzellen in den Endothelbereich einwandern, um
erst hier ihre proliferative Aktivitdt zu entfalten. Subendotheliale Bindegewebs-
zellen kénnen nicht als Ausgangspunkt der Intimazellwucherungen angesehen
werden, da solche Zellen nach den elektronenmikroskopischen Untersuchungen
von PEASE und Pavre (1960) in der Rattenaorta nicht vorkommen. Ungeachtet
der noch nicht klar zu definierenden Herkunit aller proliferierenden Intimazellen
ergaben unsere Untersuchungen, dal diese sich zu ,,Fibroblasten‘ differenzieren-
den Zellelemente ein Proliferationsmaximum am 7. Tag nach der operativen
Aorteneinengung aufweisen. Es entwickelt sich demnach mit einer zeitlichen
Verzogerung von 3 Tagen gegeniitber den Verhiltnissen beim Granulationsgewebe,
das sich nach subcutaner Implantation von PVC-Wiirfeln ausbildet (Kunz u.
BrasrLmMany, 1967).
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