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A utoradiographic Studies o] the Synthesis o/ DNA, Collagen and Mucopolysaecharides 
in Experimentally-Induced Proli/eration o/Aortic lntima 

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

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-syuthesizing cells could be 
observed at the level of endothelial cells by means of aH-thymidine. The maximum of intima 
cell proliferation was demonstrated at the 7th day as determined by the aI-I-thymidine-index. 
At this time the output of aH-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 35S-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. 

Zusammen/assung. Am Nodell der doppelt stenosierten Aorta abdominalis der Ratte wurde 
die Entwicklung der obliterierenden Endangiopathie histologisch und autoradiographiseh 
untersucht. 

Stenosierende Intimaproliferationen fanden sich bet 69% der Versuchstiere (n~84). 
Bereits 24 Std post operationem konnten die ersten DNS-synthetisierenden Zellen im Endo- 
thelbereich des eingeengten Gef/iganteiles festgestellt warden. Das Maximum der Proliferation 
yon Intimazellen lag am 7. Tag, wie die Bestimmung des 3H-Thymidin-Index ergab. Durch 
Variation der radioaktiven Versuehszeit konnte zum Zeitpnnkt des Proliferationsmaximums 
die Ausschleusung aIt-Prolin-markierten Materials aus den gewucherten Intimazellen naeh- 
gewiesen warden. Augerdem wurde photometrisch ein betrgchtlicher Einbau yon asS-Sulfat 
in die proliferierte Intima festgestellt. 

Die Bedeutung dieser Zellen in der Initialphase der Kollagenfaserbildung sowie bet der 
Produktion sulfatierter Mueopolysaccharide wird hervorgehoben. 

Zellprolifera~ionen der Int. ima sind nieht  nu r  ein wesentliehes Merkmal ver- 
sehiedener Angii t isformen und  der Thrombusorganisa t ion,  sondern aueh ein 
wiehtiger Tei lvorgang bet der experimentel len und  mensehliehen Arteriosklerose. 

Obwohl sei~ langem liehtmikroskopisehe u n d  neuerdings elektronenmikros- 
kopisehe Befunde dar/iber vorliegen, dal3 die gewueherten In t imazel len  transfor- 
mierte,  in den subendothel ia len IZaum eingewanderte  Muskelzellen der Media 
darstel len (BucK, 1961; I-IAcKEXS~LL~-Ea U. Mitarb.,  1965), warden mi tun t e r  
In t imaze l lwueherungen  bet der Arteriosklerose oder bet versehiedenen expert- 
men,e l len  Angiopathien yon den Endothelzel len hergeleitet (FI~I~DMAN U. Br~RS, 
1965). Die Rolle der ioroliferierten In t imazel len  bet der Bi ldung yon kollagenen 
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Fase rn  und  Mucopolysacchar iden  ist  insbesondere  im Z usa mme nha ng  mi t  der  
En t s t ehung  der  In t imaf ib rose  yon  Interesse .  Durch  his tologisch-his tochemische 
Unte r suchungen  konn te  dicse bei  der  Er6 r t e rung  der  Genese yon Angiopa th ien  
schon klassische F rage  n ich t  befr iedigend gel6st  werden.  

Der  ungenfigend bekann te  zeit l iche Ablauf  der  In t imaze l lpro l i fe ra t ion ,  die 
noch n ich t  endgi i l t ig  gekli~rte H e r k u n f t  der  prol i fer ier ten  Zellen sowie ihre um- 
s t r i t t ene  Betei l igung bei  der  Synthese  yon  Kol lagen  und  Mucopolysacchar iden  
veranlaBten  uns zu den vor l iegenden au to rad iograph i schen  Untersuchungen .  

Zur  Erzeugung  yon  In t imaze t lwucherungen  erwies sich die doppe l te  Ein-  
engung der  A o r t a  abdomina l i s  der  R a t t e  als geeignetes Modell.  Du tch  diese F o r m  
der  exper imente l len  Aor tens tenose  konn t en  wi t  auch bei  der  fiir die vorgesehenen 
I so topenun te r suchungen  gu t  geeigneten R a t t e  in e inem hohen Prozen t sa tz  zellige 
In t imapro l i f e ra t ionen  hervorrufen,  w~hrend bei  der  Bearbe i tung  i thnlicher Frage-  
s te l lungen mi t  anderer  Methodik  haupts~chl ich  K a n i n c h e n  ve rwende t  wurden  
( S e ~ A G ~  u. Mi tarb . ,  1962; HACK~SELLNER U. T 6 P E L ~ A ~ ,  1965). 

~Iethodik 

Es wurden 84 mi~nnliehe, 150 g schwere Ratten yore Stature ,,Rehbrficke" verwendet. 
Die Tiere wurden in Athernarkose operiert; dabei wurde der infrarenale Abschnitt der Aorta 

"- ~" ~Aa65om/na//s 

"~-A./'/icae 
Abb. 1. Schema der doppe]ten Stenosierung 

der Aorta abdominalis 

abdominalis doppelt eingeengt (Abb. 1). Die 
Stenosierung effolgte mit Perlongarn. Zur 
Erzeugung gleichm~Biger Einengungen wurde 
eine Kaniile (Nr. 20) eingebunden und letztere 
sofort nach der Ligatur wieder entfernt. Der 
Abstand zwischen den stenosierten Stellen be- 
trug etwa 3 ram. Stets wurde die craniale 
Stenose zuerst angelegt. VerschluB des Baueh- 
deekensehnittes durch Klammerung. 

Versuch 1 
Zum Studium des Ablaufes der Zellprolife- 

ration wurden Gruppen yon je 3 Tieren in 
folgenden Abst~nden get6tet: Naeh 12 Std, 1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7, 10, 14, und 21 Tagen. Alle Tiere er- 
hielten aH-Thymidin (Thymidine-6-T (n), The 
Radiochemieal Centre Amersham, Bucking- 
hamshire, England) in einer Dosis von 2~Ci/g 
K6rpergewieht (spez. Akt. : 16 Ci/mY[ol) 60 rain 
vor der T6tung tip. injiziert. 

Versuch 2 
In diesem Versuch wurde der Zellstoff- 

wechsel zum Proliferationsmaximum und in 
nachfolgenden Stadien untersucht. 

DiVS-Synthese. 12 Tiere erhielten am 7. Tag post op. 3H-Thymidin (gleiche Dosis wie bei 
Versuch 1) 60 rain vor der T6tung i.p. appliziert. Aul~erdem wurden je 3 Tiere 24 und 48 Std, 
1 weiteres 96 Std nach der 3H-Thymidin-Injektion, die ebenfalls am 7. Versuehstag erfolgte, 
get6tet. 

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 yon 
5001• g K6rpergewicht (spez. Akt. : 460 mCi/mMol) intracardial injiziert. Davon wurden 
je 4 Ratten nach 15, 60 und 240 mill get6tet. 2 weitere Tiere bekamen die gleiche Aktivit~ts- 
dosis 3H-Prolin am 14. Tag post. op. appliziert; sie wurden 15 min danach get6tet. 
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Mucopolysaceharidsynthese. gierfiir wurdo 18 Tieren tr~tgerfreies Na~ ~sSOt (Isocommerz, 
Dresden-Rossendorf) in einer Dosis yon 500~zCi/100 g K5rpergewicht 24 Std vor dor TStung 
i.p. injiziert. Davon befanden sieh 12 Ratten am 7. Tag und je 3 am 14. und 21. Tag post op. 

Von allen Tiervn wurde unmittelbar nach der T5tung der eingeengte Aortenabschnitt ent- 
nommen. Nach 24stfindiger Fixierung in 4%igem gepuffertem Formalin und Paraffinein- 
bettung wurden yon jedem Block 8 Stufen geschnitten. Jede Stufe umfa~te 20 Sehnitte. Pro 
Tier warden also insgesamt 160 Sehnitte hergestellt. Jeweils der erste und letzte Schnitt jeder 
Stufe wurden nach HE-F~rbung histologisch beurteilt und diejenige Stufe mit der maximalen 
Intimaproliferation ffir die autoradiographisehe Untersuchung ausgew~hlt. 

Es wurden die Emulsionen K 5 und K 6 (VEB ORWO) sowie G 5 (Ilford) verwendet. Naeh 
der unter strenger Konstanz der Bedingungen vorgenommenen Exposition, Entwieklung und 
Fixierung wurden die Autoradiogramme mit HE gef~rbt. Die Auswertung erfolgte naeh ~It- 
Thymidin-Gabe dutch Ausz~hlung der markierten Zellen, durch Bestimmung des Prozent- 
satzes der markierten Zellen und Ermittlung der Silberkorndiehte pro 20~ 2 Kernfl~che, nach 
3tt-Prolin-Applikation dureh vergleichende subjektive Beurteilung und nach 35S-Sulfatgabe 
dureh Photometrie bei 554 nm (Leitz-Mikroskop-Photometer). Stets wurden Autoradiogramme 
mit gleicher Expositionszeit a~sgewertet; diese betrugen nach 3H-Thymidin-Gabe 2 bzw. 17 
Tage, nach 3g-ProlimGabe 14 Tage und nach ssS-Sulfat-Gabe 4 Tage. 

Ergebnisse 

Histologische Be/uncle 
In sgesamt  fanden wir  bei 58 yon  84 Versuchst ieren ( ~ 6 9 % )  In t imaze l lp ro -  

l i fera t ionen (Abb. 2). Sie en twickel ten  sieh in unterschiedl icher  Auspr/ tgung,  
abh~ngig ve to  Opera t ionsze i tpunk t ,  haupts/~ehlich im Bereich des e ingeengten 
Gef/tl~segmentes, wie berei ts  yon  B~OK (196]) nach doppe l t e r  L iga tu r  der  Ar te r ia  
carot is  communis  der  lqat te  ausftihr[ieh beschr ieben wurde.  Die zellig ve rbre i t e r t e  
I n t i m a  und  aueh die Media zeigten gelegentl ich lockere ]eukocyt/~re oder  

Abb. 2. Hochgradige Lichtungseinengung der Aorta abdominalis dureh erhebliche Intimazell- 
proliferation 7 Tage nach doppelter Stenosierung. HE, 114 • 
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rundzellige Infiltrate. Mehrfaeh fanden sieh sektorf6rmige Medianekrosen. 
I-I/iufig wurde eine entziindliehe geakt ion in der Umgebung der stenosierten 
Aorten beobaehtet. Gelegentlieh traten Abseedierungen und Thrombosierungen 
&l:lf. 

A utoradiographische Be]uncle 
Die ersten DNS-synthetisierenden Zellen zeigten sieh 24 Std post op. im Bereieh 

des Endothels. 12 Std naeh dem Eingriff waren noeh keine markierten Zellen 
erkennbar. Mehrere DNS-synthetisierende Zellen waren 2 Tage post op. im Endo- 
thelniveau naehweisbar (Abb. 3). In  den folgenden Tagen bestand eine deutliehe 

Abb. 3. Drei markierte, im Endothelniveau ]iegende Ze]len 2 Tage post operationem. 
aH-Thymidin. Radioaktive Versuchszeit: 60 rain. HE, 960 X 

Abb. 4. Zahlreiche DNS-synthetisierende Zellen im Bereich der proliferierten Intima 6 Tage 
post operationem, aH-Thymidin. Radioaktive Versuchszeit: 60 rain. HE, 800 • 

Zunahme markierter Zellen (Abb. 4). Das Maximum lag am 7. Tag. Der atI-Thymi- 
din-Index betrug zu diesem Zeitpunkt 18,8. Danaeh 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 einzdne mar- 
kierte Zellen erkennbar. Aul~erhalb des Operationsgebietes fanden sieh in keinem 
Fall DNS-synthetisierende Zellen in der Aorta. Die Silberkorndiehte pro Kern- 
fl/~oheneh~heit nahm - -  offenbar als Ansdruek der der DNS-Synthese folgenden 
Zellteflung - -  mit zunehmender radioaktiver Versuchszeit ab; insbesondere 
konnten wir naeh Intervallen yon 48 und 96 Std eine betrgehtliche Reduktion 
der Silberkornzahl pro Kernflgcheneinheit im Vergleich zu den Werten naeh 1 und 
24 Std fests~ellen. 
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Die Unte r suchungen  mi t  dem Kol lagenvor laufe r  s t I -Pro l in  e rgaben  eine erheb- 
liche Aktivit /~t  im Bereich der  prol i fer ier ten In t imaze l l en  und  nur  eine auBer- 
ordent l ieh  geringe I n k o r p o r a t i o n  der  r ad ioak t iven  Aminos~ure  in die Media 
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Abb. 5. Abh~ngigkeit der Anzah] DNS-synthetisierender Intimazellen yore Operationszeit- 
punkt. Deutliches Prolifer~tionsmaximum um den 7. Versuchstag 

Abb. 6. Deutlicher Einbau yon stt-Prolin fast a ussehliel]lieh im Bereich proliferierter Intima- 
zeJlen. Lokalisation der SilberkSrner fiber dem kernnahen Cytoplasma. Radioaktive Versuchs- 

zeit: 15 rain. HE, 1620• 

(Abb. 6). Dieser  Unte r sch ied  in der  re l~t iven GrSl]e der  Kol lagensyn these  dt i r f te  
als real  anzusehen sein, d~ innerha lb  der  Oef~l~wand wohl k a u m  mi t  versehiedenen 
spezifischen Ak t iv i t~ t en  des Vorl/~uferpools zu rechnen ist.  Die Lokal isatJon der  
Silbergranula. innerha lb  der  prol i fer ier ten In t im~zel len  war  s ta rk  abhgngig  yon 
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der radioaktiven Versuehszeit. Naeh einem Intervall  yon 15 min zwisehen Appli- 
kation yon ~H-Prolin und T6tung fanden sieh die KSrner haupts~ehlieh fiber dem 
kernnahen Cytoplasma, naeh einstfindigem Intervall  vorwiegend in der Zell- 
peripherie, w~hrend naeh einem Intervall  yon 4 Std die Granula im wesentlieben 
im intercellulgren Raum lokalisiert waren. Es bestand kein auff/~lliger Untersehied 
in der Silberkorndiehte zwisehen den Pr&paraten naeh 7 und 14 Tagen post op. 

Abb. 7. Erheblicher Einbau yon asS-Sulfat in die proliferierte Intima. Nur geringgradiger 
Radiosulfateinbau in die Media. Radioaktive Versuehszeit: 24 Std. HE, 560 X 

Naeh 35S-Sulfat-Applikation land sieh regelm/iBig neben einer m/~Bigen Inkor- 
poration im Mediabereieh ein betr/iehtlieher Einbau in die proliferierte Int ima,  
ohne dab in jedem t~alle eine Zuordnung der Silbergranula zu den einzelnen Zellen 
m6glieh war (Abb. 7). Photometriseh wurde bei diesen Pr/~paraten die Sehw/tr- 
zungsintensit/~t fiber der proliferierten In t ima sowie fiber der Aortenmedia ermit- 
telt, wobei der mittlere Quotient In t ima:  Media 2,0 betrug. Es wurden keine 
wesentliehen Sehwankungen in der Einbauh6he yon ~sS-Sulfat 7, 14 und 21 Tage 
post op. festgestellt. 

Diskussion 

Besonders die naeh 3I-I-Prolin- und 35S. Sul~at- Gabe erhobenen Befunde zeigen, 
dab die proliferierten Intimazellen best immte metabolisehe Merkmale aktivierter 
Bindegewebszellen des Granulationsgewebes (Kv~z u. BRASELMAZq~, 1967) 
besitzen. Dutch den autoradiographisehen Nachweis des Ausschleusungsprozesses 
3H-Prolin-markierten Materials aus diesen Zellen wird ihre bedeutsame Rolle bei 
der Entstehung der Intimafibrose unterstriehen. Wenngleieh der genaue zeitliche 
Ablauf dieser Syntheseleistungen der gewueherten Intimazellen night eingehender 
untersueht werden konnte, dfirften die bisher erhobenen Befunde mit  der u.a. 



Autoradiographische Untersuchungen zur Synthese yon DNS 351 

yon BREDT (1957, 1961) vertretenen Auffassung einer vorwiegend aeellul~ren 
Genese der Intimafibrose nieht zu vereinbaren sein. Denn gerade in der Initial- 
phase der Ko]lagenfaserbildung kommt  den proliferierten Zellen der Int ima,  wie 
aus den Befunden naeh Applikation des Kollagenvorl/~ufers sH-Prolin hervorgeht, 
eine entseheidende Bedeutung zu. 

Die bereits friiher yon uns beobaehtete (Ku~z, 1965) starke Inkorporat ion yon 
35S-Sulfat in die proliferierte In t ima diirfte aueh unter den vorliegenden Ver- 
suehsbedingungen eine gegenfiber der Media gesteigerte Sulfomukopolysaccharid- 
syuthese widerspiegeln. Die Intimazellwucherungen sind somit als verantwortlich 
fiir die vielfaeh histochemiseh naehgewiesene Vermehrung sulfatierter Muko- 
polysaccharide in dieser Gef~gwandschieht anzusehen. ErhShte Perfusion oder 
gealtertes Insudateiwei~ als dessen alleinige Ursaehe anzufiihren (MITTEL~AIER, 
1959), seheint uns daher nicht vertretbar  zu sein. 

Die Herkunft  der gewneherten, autoradiographisch als , ,Fibroblasten" zu 
charakterisierenden Intimazellen kann aueh dureh die vorliegenden Ergeblfisse 
nieht als geklgrt angesehen werden. Die Entstehung dieser ,,myointimalen" Zellen 
(Bse~:, ]961) aus transformierten Media-Muskelzel]en ist ftir einen Tefl der 
experimentell induzierten oder spontanen An~opa~hien auf Grund elektronem 
mikroskopiseher Kriterien keineswegs zu bezweifeln. Andererseits lassen sieh 
manche Befunde von FI~IEDMAN (1963) und FRIEDMAN U. BYEI~S (1965) bei der 
Cholesterinatheromatose des Kaninchens sowie das Anftreten einer betr/~chtliehen 
Intimazellproliferation im Gefolge einer vollstgndigen ZerstSrung der darunter 
gelegenen Media-Muskelzellen durch S/~urever/Rzung (HffTTN~n U. Mitarb., 1965) 
oder naeh Strahleneinwirkung (Ku~z u. Mitarb., 1965) nur schwer mit  dieser 
These in Einklang bringen. Unsere Beobaehtung, dab die ersten markierten Zellen 
naeh SH-Thymidin-Gabe 24 Std nach der Einengung im Niveau des Endothels 
auftreten, kann verbindlich nut  dureh weitere elektronenmikroskopiseh-auto- 
radiographische Untersuchungen gedeutet werden. Zur Zeit mug neben der MSg- 
lichkeit einer prim~ren DNS-Synthesesteigerung yon eehten Endothelzellen aueh 
erwogen werden, dal3 Media-Muske]zellen in den Endothelbereieh einwandern, um 
erst hier ihre proliferative Aktivi tat  zu entfalten. Subendotheliale Bindegewebs- 
zellen kSnnen nieht als Ausgangspunkt der Intimazellwaeherungen angesehen 
werden, da solehe Zellen nach den elektronenmikroskopisehen Untersuehungen 
yon PEASE und PAULE (1960) in der Rat tenaor ta  nicht vorkommen. Ungeachtet 
der noeh nieht klar zu definierenden Herkunft  aller proliferierenden Intimazellen 
ergaben unsere Untersuchungen, dab diese sieh zu , ,Fibroblasten" differenzieren- 
den ZelMemente ein Proliferationsmaximum am 7. Tag nach tier operativen 
Aorteneinengung aufweisen. Es entwiekelt sich demnach mit  einer zeitlichen 
Verz6gerung yon 3 Tagen gegenfiber den Verh/~ltnissen beim Granulationsgewebe, 
das sieh nach subcutaner Implanta t ion yon PVC-Wfirfeln ausbildet (Ku~-z u. 
B~AS~L~A~r162 1967). 
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