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Langfristige Gewebekultur von menschlichen normalen
und atherosclerotischen Arterienexplantaten®
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Long-Term Tissue Culture of Normal
and Atherosclerotic Human Arterial Explants

Summary. A method for longterm tissue culture of human arterial explants
is described. The explants of normal and atherosclerotic femoral arteries,
removed immediately post mortem, were kept in culture for up to 14 days
in a biochemically active state. Viability was checked by glucose uptake
and lactate production, with daily changes of incubation media and sterility
controls. Compared to the well established short term incubation systems
where metabolic activity decreases progressively after 6 h, glucose uptake,
lactate production and uptake of *H-oleic acid are linear within 4-14 h.
The highest incorporation of *H-oleic acid is found in phospholipids, the
lowest in cholesterol ester. But whilst activity, after the pulse label of 24 h,
progressively decreases in phospholipids, it constantly increases in the choles-
terol ester fraction as a consequence of the persistant cholesterol esterifica-
tion.
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Zusammenfassung., Es wird eine Methode beschrieben, die es ermdglicht,
nach unmittelbar postmortaler Entnahme Explantate normaler und athero-
sclerotischer menschlicher Femoralarterien biszu 14 Tagen bei gleichbleibender
Stoffwechselaktivitdt in Kultur zu halten. Als Kriterien fiir die Lebensfdhig-
keit des Gewebes — bei tdglichem Wechsel der Inkubationsmedien und
Sterilitdtskontrollen — werden Glucoseaufnahme und Lactatbildung der ein-
zelnen Explantate angesehen.

Der Vergleich mit bisher bekannten Kurzzeitgewebekulturmethoden
zeigt, daB Glucoseaufnahme, Lactatbildung und der Einbau von *H-Olsiure
in dem Zeitraum von'4 —24 h linear verlaufen, wihrend die Stoffwechselakti-

vitdt der Arteriensegmente in der Kurzkultur nach 6 h kontinuierlich abfillt.
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In der langfristigen Gewebekultur fand sich der hochste Einbau von
3H-Olsaure in die Phospholipide, der geringste in die Cholesterinester, aber
wihrend die Aktivitit in den Phospholipiden kontinuierlich abnahm, stieg
sie in den Cholesterinestern als Ausdruck einer fortdauernden intramuralen
Cholesterinveresterung an.

Einleitung

Die erste Gewebekultur von Arterien wurde mit Katzen- und Hundeaorten
durchgefithrt (Carrel und Burrows, 1910), aber die Verbindung zur Atherosclero-
seforschung ergab sich erst spiter (Simms et al., 1954; Lazzarini-Robertson,
1961). Auf der Suche nach einem eigenstindigen Arterienwandstoffwechsel inku-
bierten Chernick et al. (1959) Rattenaorten fiir 3 h in gepufferter Ringerlosung
und zeigten den Einbau von Acetat und Phosphat. Whereat (1964) fand in
atherosklerotischer Intima nach einstiindiger Inkubation von Kaninchenaorten
in Phosphatpuffer eine gegeniiber normaler Intima gesteigerte Fettsdurensyn-
these aus Acetat. Day und Wahlquist (1968) zeigten, dafl bei Inkubation von
Kaninchenaorten die Aufnahme von *C-Olsdure iiber 4 h linear verlief.

Wahrend tierische Arterien frisch gewonnen wurden und nur die Inkubations-
dauer schwankte, konnten Untersuchungen von menschlichen Arterien entweder
nur an chirurgischem Material, also an frischem Gewebe, oder an bis zu 12 h
post mortem entnommenen Arterien durchgefithrt werden, so dafl erwartungsge-
mal unterschiedliche befunde erhoben wurden (Chobanian und Hollander, 1966;
Chobanian und Manzur, 1972; Horsch et al., 1973).

Deterling et al. (1953) fanden, daBl 2 h nach dem Tode keine alkalische
Phosphataseaktivitit mehr nachweisbar war, und daf3 die Arterienentnahme
4 h post mortem die kritische Grenze fir dic Lebensfahigkeit des Gewebes
in der Kultur war.

Im folgenden haben wir die experimentellen Bedingungen fiir Gewebekultu-
ren von menschlichen Femoralarterienexplantaten bestimmt, indem wir unter-
suchten:

1. wielange nach Eintritt des klinischen Todes eine Arterie entnommen wer-
den kann, ohne in ihrer Stoffwechselaktivitat eingeschrinkt zu sein,

2. iiber welche Zeitrdume Arterienexplantate bei linearer Stoffwechselaktivi-
tdt in Kultur gehalten werden kénnen und

3. welche methodischen Bedingungen fiir eine langfristige Gewebekultur er-
fillt sein miissen.

Material und Methoden

Inkubationsmedien wurden aus Humanserum und Gewebekulturmedium zusammengesetzt. Human-
serum wurde von Spendern verschiedener Blutgruppen frisch gewonnen, 30 min nach der Entnahme
zentrifugiert, das Serum abgehoben und 60 min bei 56° im Wasserbad erhitzt, um die Lecithin-
Cholesterin-Acyl-Transferase und das Komplementsystem zu inaktivieren. Danach wurde das Serum
nochmals zentrifugiert und anschlieBend iiber Membranfilter (Sartorius, Géttingen) durch Vorfiltra-
tion und nachfolgende Sterilfiltration sterilisiert.
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Basales Bagle’s Medium (BEM) wurde unter sterilen Bedingungen aus 100 m] gebrauchsfertig
bezogenem Konzentrat (Flow Laboratories Ltd.) sowie
20 ml Glutamin-Lésung (1,46%)
50 ml steriler Natriumbicarbonatlésung (2,8%) und
1000 ml sterilem Aqua dest. hergestellt.

Zwei verschiedene Medien wurden benuizt. Das Entnahmemedium, in dem frisch entnommene
Arterien transportiert und kurzfristig aufbewahrt wurden und das wihrend der Priparation zum
Spiilen diente, bestand aus BEM, enthielt einen Anteil von 10% Humanserum und war mit Bicarbo-
nat auf einen pH von 7,4 eingestellt. Das Inkubationsmedium, in dem nachfolgend die Inkubation
der Arterienexplantate durchgefiihrt wurde, bestand aus BEM und enthielt einen Anteil von 30%
Humanserum. Der pH war ebenfalls mit Bicarbonat auf 7,4 eingestellt.

Alle Medien enthielten Penicillin und Streptomycin (je 0,5 mg/100 mI Medium), sowie als Farb-
indikator, Phenolrot und wurden bei —20° C bis zur Verwendung eingefroren.

Die Gewebekulturen wurden in sterilen Einmalpetrischalen fiir die Gewebekultur aus Polystyrol
(Falcon Plastics Oxnard, Calif., USA) durchgefiithrt®.

Menschiiche Femoralarterien wurden unmittelbar postmortal, spitestens 15 min nach klinischem
Tod, durch einen Lingsschnitt {iber der Gefdlloge des Oberschenkels bds. freigelegt, in situ stumpf
pripariert und moglichst steril entnommen. Patienten mit Diabetes mellitus, Urdmie und solche,
bei denen eine cytostatische Therapie unmittelbar vorausgegangen war, wurden von der Untersu-
chung ausgeschlossen. Die Arterien wurden nach der Entnahme in ein steriles Entnahmemedium,
das auf 37° C vorgewidrmt war, gegeben und sofort weiter verarbeitet. Nabelschnurarterien wurden
ebenfalls unmittelbar post partal gewonnen, aus der Nabelschnur freipripariert und ebenso wie
die Femoralarterien behandelt.

Unter sterilen Bedingungen wurden die Arterien auf ein mit Folien iliberzogenes Korkbrett,
das vorher mit 70%igem Alkohol desinfiziert und mit steriler physiologischer NaCl-Losung nachge-
spitlt worden war, anfgezogen und von anhangendem Fett- und Bindegewebe bis auf die Adventitia
freipripariert. Wiahrend der Priparation wurde das Gewebe stindig mit Entnahmemedium feucht
gehalten. Auf einem zweiten, ebenso vorbereiteten Korkbrett, auf dem unter der Klarsichtfolie
Millimeterpapier aufgespannt war, wurde die Arterie der Lange nach erdffnet, sorgfiltig mehrmals
gespiilt und mit sterilen Stecknadeln unter einem Zug, der etwa die Linge der Arterie in situ
wieder herstellte, auf der Unterlage fixiert. Unter dem Stereomikroskop (Leitz Elvar, Wetzlar)
wurden die vorhandenen Lisionen entsprechend der Einteilung der WHO (1958), dem Schweregrad
der Atherosclerose zugeordnet.

Mit einem sterilen Einmalskalpell wurden 25 mm? groBe Explantate aus dem Arterienstreifen
quadratisch ausgeschnitten und sofort in SammelgefdBe mit Inkubationsmedium gegeben. Aus diesen
wurden die einzelnen Explantate streng zufillig auf die vorbereiteten Petrischalen zur Gewebekultur
verteilt.

Diese Explantate wurden auch fiir die Gewebekurzkultur von 4—24 h verwendet. Fiir Gewebe-
kurzkulturen mit einer Inkubation von 4 bis hdchsten 10 h wurden die Arterienstreifen in 10 x 20 mm
groBe Segmente aufgeteilt.

Inkubation. Vor Beginn der Gewebekultur wurde in jede Petrischale genau 1 ml des auf 37°C
vorgewidrmten Inkubationsmediums einpipettiert und dann je ein Explantat mit der Intimafliche
nach unten eingelegt. Eine Kontrolle ohne Explantate sowie mit einem gekochten Explantat
wurde fiir jeden Versuchsansatz mitgefiihrt. Die Inkubation der langfristigen Kulturen er-
folgte in einem Wassermantelinkubator (Labotect, Géttingen) mit einer CO,-Begasung von 4%
bei 37° C. Die Gewebekultur konnte in der Regel 90 min nach klinischem Tod des Arterienspenders
oder nach Gewinnung der Nabelschnur begonnen werden. Die Medien wurden nach genau 24 h
ausgewechselt, individuell gepoolt und eingefroren. An jedem Tag wurden bakteriologische Sterilitdts-
kontrolien auf Blutagarplatten durchgefiihrt. Als orientierende Kontrolle fiir die Lebensfahigkeit
des Gewebes withrend der Kultur wurde die pH-Verschiebung, angezeigt durch einen Farbumschlag
des Indikators von lachsrot nach blaBBgelb, angesehen.

Die Versuchsanordnung geht aus Abbildung I hervor: Nach dem 1., 3., 5. und 14. Tag wurde
jeweils ein bestimmiter Teil der Explantate aus der Kultur entnommen, sorgfiltig gewaschen und
auf ein Korkbrett gespannt. Unter dem Stereomikroskop wurden die Intima und Teile der Media
! Die Abmessungen der Petrischalen betrugen 60 x 15 mm mit einem Einsatz fiir die Gewebekultur
von 1,5 ml Fassungsvermdgen
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abpripariert, im Mdrser mit etwas Sand homogenisiert und das Homogenat in einem UberschuB
von Chloroform/Methano! (2:1/v:v) extrahiert. In bestimmten Féllen wurden alle Explantate in
den ersten 24 h mit Isotopen (s.u.) inkubiert.

Die Anordnung der Gewebekurzkuituren geht aus Abbildung 2 hervor. Im Versuchsansatz [
erfolgte die Inkubation bei gleichzeitigem Beginn sofort nach Entnahme und Préiparation der Arte-
riensegmente iiber 2, 4, 6, 8 und 10 h.

Im Versuchsansatz IT wurden die Arteriensegmente bei Raumtemperatur in physiologische NaCl-
Losung gegeben und 80, 120, 180, 240 und 300 min nach klinischem Tod des Arterienspenders
fiir jeweils 4 h bei 37° C im Schiittelwasserbad mit H-Olsiure in 5 ml Medium inkubiert. Die
in 1/20n NaOH aufgenommene *H-Olsiure (2000 mCi mmol, Radiochemical Center, Amersham,
England) wurde flir einige Minuten auf 60° C erhitzt und dem Inkubationsmedium unmittelbar
vor Inkubationsbeginn zugegeben.

In einem dritten, auf der Abbildung nicht dargestellten Versuchsansatz wurden Explantate
wie fiir die langfristige Gewebekultur gewonnen, aber nur 4 —24 h mit *H-Olsaure inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Arteriensegmente bzw. Explantate in physiologischer NaCl-
Losung gewaschen, Intima und Media wie oben beschrieben gewonnen und weiter verarbeitet.
Die Extrakte wurden nach 12 h zentrifugiert (10 min bei 4500 x g), der Uberstand abgehoben und
das Sediment noch dreimal in Chloroform/Methanol (CM) resuspendiert, zentrifugiert und die
Uberstinde jeweils dem ersten Uberstand zugegeben. Der so erhaltene Lipidextrakt wurde gereinigt
(Folch et al., 1957) und in MeBikolben auf ein Volumen von 25 ml eingestellt.
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Das verbleibende Sediment wurde nach Lufttrocknung mit 1 n NaOH extrahiert und der Protein-
gehalt mit dem Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz in der Modifikation nach Lowry et al. (1951) be-
stimmt. Der Glukosegehalt im Inkubationsmedium wurde enzymatisch ermittelt (Boehringer, Mann-
heim). Die Glukoseaufnahmein 24 h ergab sich aus der Differenz des Glukosegehalts im Ausgangsme-
dium und im Medium nach 24stiindiger Inkubation. Diese Differenz wurde von Tag zu Tag addiert
und ergab die kumulative Glukoseaufnahme.

Die Lactatbestimmung erfolgte ebenfalls enzymatisch (Boehringer, Mannheim), wurde fiir jedes
Explantat von Tag zu Tag bestimmt und die kumulative Lactatbildung wie die Glucoseaufnahme
ermittelt.

Diinnschichtchromatographie. Ein bestimmtes Volumen des Lipidextraktes wurde unter Stickstoff-
strom zur Trockene eingeengt, in 250 pl CM aufgenommen und hiervon je 100 pl mit einer Mikroliter-
spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) im Doppelansatz auf eine Kieselgelplatte (DC-Fertigplatten,
Merck, Darmstadt) punktférmig unter Stickstoffstrom aufgetragen. Vor der Auftrennung der Neu-
tralfette in Phospholipide, Cholesterin, freie Fettsduren, Triglyzeride und Cholesterinester wurde
ein Neutralfettstandard als Trdger und ,,interner Standard* zugegeben (je 100 ug Lecithin, Choleste-
rin, Olsdure, Tripalmitin- und Cholesterinoleat in 25 ul CM, Applied Science, Penn., USA). Die
Auftrennung erfolgte mit einem FlieBmittelgemisch aus »-Hexan: Ather: Essigsiure im Verhiltnis
112 :38:3. Die einzelnen Lipidbanden wurden unter uitraviolettem Licht mit Hilfe von aufgespriih-
tem 0,2%igem Dichlorfluoreszein in alkoholischer Lésung nachgewiesen. Die Radioaktivititsmes-
sung erfolgte im Fliissigkeitsszintillationsspektrometer (Packard Tricarb 3380) nach der Methode
von Snyder (1964), entweder nach Einengung aliquoter Mengen der Lipidextrakte unter dem Stick-
stoffstrom oder nach vorangehender, diinnschichtchromatographischer Auftrennung in einzelne Li-
pidfraktionen. Die Lipidbanden wurden direkt von der Kieselgelplatte in Zihlréhrchen gekratzt
und nach Zugabe von Szintillationsfliissigkeit gezihlt.
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Ergebnisse

Die Herkunft der Arteriensegmente und der Arterienexplantate geht aus Ta-
belle 1 hervor.

Es wurden 2 Nabelschnurarterien und 8 Femoralarterien untersucht, bei
allen Femoralarterien fanden sich liberwiegend fortgeschrittene atheroscleroti-
sche Lésionen (Stadium II und IIT WHO) neben makroskopisch unauffalligen
Bezirken. Durch Randomisierung und streng zuféllige Zuteilung der Arterienseg-
mente bzw. Explantate auf die einzeinen Versuchsansitze wurde eine moglichst
gleichméBige Verteilung des durch den unterschiedlichen atherosclerotischen
Befall bedingten Versuchsfehlers angestrebt.

Gewebekurzkulturen. Die in vitro-Aufnahme von 3H-Olsiure durch Arterienseg-
mente bezogen auf den Proteingehalt von Intima und Media und die im Inkuba-
tionsmedium angebotene Aktivitdt bei gleicher Inkubationsdauer von jeweils
4 h und verschiedenem postmortalem Inkubationsbeginn ist in Abbildung 3 dar-
gestellt. Der Olsdureneinbau in Segmente derselben Arterie nimmt ab, je groBer
der Abstand zwischen Inkubationsbeginn und Arterienentnahme wird.

Aus Abbildung 4 geht hervor, daBl bei gleichzeitigem Inkubationsbeginn und
verschiedener Inkubationsdauer der Olsaureneinbau bis zu 6 h fast linear ansteigt
und danach abfillt. Im Gegensatz dazu verliuft der Olsdureneinbau in Explan-
tate bei gleichem Inkubationsbeginn und verschieden langer Inkubationszeit
in dem Zeitraum von 4—24 h linear (Abb. 5). Diesem linearen Aktivititseinbau
entspricht auch die Glucoseaufnahme und die Lactatbildung in dem Zeitraum
von 4 —24 h, Die Abbildung 6 zeigt, dal sowohl die Glucoseaufnahme als auch
die Lactatbildung kontinuierlich ansteigen.

Langfristige Gewebekulturen. Die Lebensfahigkeit der Explantate, die grob orien-
tierend an dem Farbumschlag des Mediums wahrend der Kultur beurteilt worden
war, wurde durch die Bestimmung der Glucose- und Lactatkonzentration in
jedem Medium nach jeweils 24stiindiger Inkubation fiir alle Explantate indivi-
duell iiberpriift. Glucoseaufnahme und Lactatbildung, bezogen auf den Protein-
gehalt von Intima und Media der Explantate gehen aus der Abbildung 7 hervor.

Tabelle 1. Herkunft und Charakterisierung der untersuchten Arterien

Arterie Nr. Geschlecht Alter Todesursache Atherosklerose-
stadiuvm (WHO)

1 Nabelschnurarterie 0
2 Nabelschnurarterie 0
3 Q : 63 Thrombopenie II-—-111
4 8 45 Carotisverschluf I-11
5 3 79 Apopl. Insult it
6 3 83 Apopl. Insult 111
7 Q 55 Myokardinfarkt 111
8 3 53 Myokardinfarkt I
9 ? 76 Stammbhirninfarkt 111
10 3 41 Leberzirrhose I
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Abb. 3. Einbau von *H-Olsaure in Lipide menschlicher Femoralarteriensegmente bei gleicher Inkuba-
tionsdauer und verschiedenem Inkubationsbeginn nach Entnahme (=8, MW +SA)
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Abb. 4. In vitro-Aufnahme von *H-Olsdure durch menschliche Femoralarterien bei gleichzeitigem
Inkubationsbeginn und verschiedener Inkubationsdauer (n=18, MW +SA)

Es ist ersichtlich, daB} die Glucoseaufnahme und die Lactatbildung dieser iiber-
wiegend aus fortgeschrittenen Lisionen bestehenden Explantate bis zum 14. Tag
linear verlauft.

Bei Explantaten, die neben makroskopisch normalen Bezirken vorwiegend
frithe Lasionen enthielten, waren Glucoseaufnahme und Lactatbildung wesent-
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Abb. 5. Einbau von 3H-Olsiure in Lipide menschlicher Femoralarterien — fortgeschrittene Lisionen
.— bei gleichzeitigem Inkubationsbeginn und verschiedener Inkubationsdauer (n=16, MW £ SA)
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Abb. 6. Glucoseaufnahme und Lactatbildung durch menschliche Femoralarterien — fortgeschrittene
Lisionen — bei gleichzeitigem Inkubationsbeginn und verschiedener Inkubationsdauer (n=16,

MW +SA)
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Abb. 7. Glucoseaufnahme und Lactatbildung menschlicher Femoralarterienexplantate in der Gewe-
bekultur (=496, MI+SA)

lich héher (Abb. 8). Nach 7 Tagen hatten diese Explantate ebenso viel Glucose
verbraucht wie die iiberwiegend aus fortgeschrittenen Lisionen bestehenden
Explantate in 14 Tagen. Demgegeniiber sind Glucoseaufnahme und Lactatpro-
duktion bei Nabelschnurarterien deutlich geringer (Abb. 9). Bei allen untersuch-
ten Nabelschnurarterien fiel ein deutlicher Anstieg der Lactatproduktion vom
10. Tag bei gleichbleibender Glucoseaufnahme auf.

Bei allen mitgefithrten Kontrollen — Inkubation ohne Explantate, Inkuba-
tion von gekochten Explantaten — kam es zu keiner Anderung der Glucose-
und Lactatkonzentration im Medium. Eine Kontamination der Medien trat
nur anfianglich bei Vorversuchen auf, nach strenger Einhaltung steriler Versuchs-
bedingungen blieben alle Kulturen steril.

Die Abbildung 10 zeigt die Auswirkung einer bakteriellen Kontamination
auf die Glucosekonzentration im Inkubationsmedinm; gleichzeitig mit dem Bak-
teriennachweis steigt die Glucoseverbrauch an.
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Abb. 8. Glucoseaufnahme und Lactatbildung atherosclerotischer — frithe Lisionen — menschlicher
Femoralarterienexplantate (n=105, MW +SA)
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Abb. 10. Glucoseaufnahme atherosclerotischer menschlicher Femoralarterienexplantate bei bakteriel-
ler Verunreinigung
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Abb. 11. Einbau und Umsatz von >H-Olsdure in Lipiden menschlicher Femoralarterienexplantate
— fortgeschrittene Lisionen — in der Gewebekultur (=37, MW +SA)
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Abb. 12. Einbau und Umsatz von *H-Olsdure in menschlichen Femoralarterienexplantaten (fortge-
schrittene Lisionen, n=21, MW +SA)}

Der Einbau und nachfolgende Umsatz von *H-Olsdure in Lipiden der Femo-
ralarterienexplantate ist in Abbildung 11 dargestellt. Nach einem linear anstei-
genden Einbau des Isotops bis zu 24 h fillt erwartungsgemiB die Aktivitét
zwischen dem 1. und 14. Tag kontinuierlich wieder ab, wobei sich vom 5. Tag
an ein Plateau ausbildet. Die an den Versuchstagen 3—14 in den gepoolten
Inkubationsmedien und in den Lipiden der Explantate nachgewiesene Aktivitit
entsprach jener, die nach 24stiindiger Inkubation vom Gewebe aufgenommen
worden war. Der Einbau des Isotops in die einzelnenen Lipide geht aus Abbil-
dung 12 hervor. Der hochste Einbau findet sich in die Phospholipide, der gering-
ste in die Cholesterinester. Aber wihrend die Aktivitit in den Phospholipiden
kontinuierlich abnimmt, steigt sie in den Cholesterinestern allméhiich an, als
Ausdruck einer fortdauernden intramuralen Cholesterinveresterung.

Diskussion

Gegeniiber der Zellkultur hat die Gewebekultur den Vorzug, eine Funktionsein-
heit, beispielsweise die der Arterienwand, darzustellen und bietet dic Moglich-
keit, an genetisch identischem Material gleichzeitig den Stoffwechsel normaler
und benachbarter atherosklerotischer Intimabezirke untersuchen zu kodnnen
(Horsch et al., 1973). Dal nicht alle Elemente dieser Funktionseinheit — der
Perfusionsdruck mit unterschiedlicher Dehnung des Gewebes oder humorale
Faktoren, um nur einige zu nennen — miteinbezogen werden kénnen, ist ein
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Nachteil dieser in-vitro-Methode, der in Kauf genommen werden muB. Von
entscheidender Bedeutung fiir die Lebensfahigkeit der Explantate ist die unmittel-
bar postmortale Entnahme und sofortige Inkubation des Gewebes. Der Einbau
von *H-Olsdure in die Lipide der Arterienwand fillt bei gleicher Inkubations-
daver und einem Inkubationsbeginn von 2—5h post mortem kontinuierlich
ab, d.h. die Stoffwechselaktivitit des Gewebes nimmt mit zunehmendem Ab-
stand zwischen Arterienentnahme und Inkubationsbeginn ab. Diese Befunde
bestitigen die Untersuchungen von Deterling et al. (1953), stehen zu jenen aber
insofern in Widerspruch, als hier auch nach Sh post mortem noch ein be-
triachtlicher 3H-Olsdureneinbau in das Gewebe gefunden wurde.

Unter den gewihlten Versuchsbedingungen stieg mit zunehmender Inkuba-
tionsdauer der *H-Olsdureneinbau bis zu 6 h an, danach fiel die Stoffwechselakti-
vitit des Gewebes allmihlich wieder ab. Diese Ergebnisse stimmen mit Befunden,
die an Kaninchenarterien erhoben wurden, iiberein: Innerhalb einer Inkuba-
tionsdauer von bis zu 6 h war ein intakter Arterienwandstoffwechsel gefunden
worden (Newman et al., 1966; Hudson, 1975).

Die Grifle der in Kultur gebrachten Gewebestiicke scheint ein entscheidender
Faktor fiir die Stoffwechselaktivitit des Gewebes zu sein: Wiahrend der Einbau
des Isotops in die 10 x 20 mm groBen Arteriensegmente nur bis zu 6 h linear
anstieg, war bei 5 x 5 mm groBen Arterienstiicken der Einbau bis zu 24 h linear.
Diese Explantatgrofle war in Vorversuchen ermittelt worden. Bei zu kleinen
Explantaten waren Glucoseaufnahme und Lactatbildung so gering, da3 die Be-
stimmung methodische Schwierigkeiten bereitete und daher die Lebensfahigkeit
des Gewebes nicht zweifelsfrei beurteilt werden konnte. Bei Uberschreiten einer
gewissen Explantatgrofe kam es zu einer starken Ansiduerung des Gewebes
mit einem ph-Abfall unter 7,0. Bei dem vorgegebenen Volumen des Inkubations-
mediums wurde die GroBe der Explantate bestimmt durch die Inkubationsdauer
bzw. die jeweilige Kulturdauer zwischen zwei Medienwechsel und methodischen
Gesichtspunkten: Explantate mit einer Fliche von 25 mm? hatten ein Naflge-
wicht von 20,0 + 2,0 mg und konnten mit der Intimafldche nach unten schwebend
in Kultur gehalten werden ohne den Boden zu beriihren, so daB auf ein rostfreies
Stahlgitter, wie es St. Clair und Lofland (1971) benutzten, die unter vergleichba-
ren Versuchsbedingungen 25 mg schwere Taubenaortenexplantate inkubierten,
verzichtet werden konnte.

DaB bei dieser ExplantatgréBe ein intakter Stoffwechsel iiber 24 h in demsel-
ben Inkubationsmedium gewihrleistet ist, geht aus den Glucose- und Lactatbe-
stimmungen zu verschiedenen Zeitpunkten hervor; der Stoffwechsel verlduft
in diesem Zeitraum gleichférmig. Ahnliche Befunde wurden an Explantaten
von normalen und atherosclerotischen Kaninchenaorten erhoben (Hudson,
1975; Horsch et al., 1977).

Jarmolych et al. (1968) hielten 1 mm? groBe Explantate von Schweineaorta
bis zu 21 Tagen in Kultur und fanden eine ausgeprigte, randstindige Fibrobla-
stenproliferation. Unter gleichen Bedingungen wurde dieses periphere Wachstum
ab dem 4. Tag der Kultur bei fast gleichzeitigem Auftreten von Zellnckrosen
auch von Dauod et al. (1973) beobachtet.

Dice lichtmikroskopische Untersuchung der Explantate am Ende dieser Gewe-
bekulturen ergab, dafl eine Fibroblastenproliferation nicht stattgefunden hatte.
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Auch bei Tauben- und Kaninchenaortenexplantaten war unter vergleichbaren
Bedingungen kein peripheres Wachstum gesehen worden (St. Clair und Lofland,
1971 ; Hudson, 1975; Horsch et al., 1977).

Das Ausbleiben der peripheren Fibroblastenproliferation ist wahrscheinlich
damit zu erkliren, daBl die Explantate ohne Wand- oder Bodenkontakt frei
im Medium schweben und daB das Gewebe bis auf die Schnittkanten vollig
intakt blieb. Die gesamte Wandstruktur war erhalten und bei der Pridparation
wurde eine Verletzung der Intima sorgfiltig vermieden. Diese Annahme wird
gestiitzt durch die fiir jedes Explantat iiber den Kulturzeitraum konstante Gluco-
seaufnahme. Bis zu 14 Tagen befanden sich die Explantate in einem gleichblei-
bend biochemisch aktiven Zustand. Daf hierbei der Zahl der Zellen die entschei-
dende Bedeutung zukommt, geht aus dem unterschiedlichen Glucoseverbrauch
von Nabelschnurarterien, Fettstreifen und fortgeschrittenen Léasionen hervor:
Glucoseverbrauch und Lactatbildung sind in den zellreichen Fettstreifen am
hochsten, in den zeliarmen Nabelschnurarterien am geringsten. Dies entspricht
auch dem erhOhten Sauerstoffbedarf des atherosclerotischen Gewebes, ohne
allerdings mit einer erhéhten oxydativen Phosphorylierung einherzugehen (Whe-
reat, 1966).

Von in vivo- und in vitro-Untersuchungen ist bekannt, daB der Olsdurenein-
bau in die intramuralen Lipide eine Stoffwechselleistung der Arterienwand dar-
stellt (Day, 1974). Der 3H-Olsidureneinbau in das Gewebe stieg iiber 24 h linear
an und in der ,kalten* Inkubationsphase des Gewebes wurde das Isotop und
vor allem mit dem Isotop markierte Phospholipide, Triglyceride und Cholesterin-
ester aus dem Gewebe wieder abgegeben und konnten im Inkubationsmedium
nachgewiesen werden. Auch am 14. Tag der Gewebekultur waren markierte
Lipide im Inkubationsmedium als Zeichen eines aktiven Arterienwandstoff-
wechsels nachweisbar. Ahnliche Ergebnisse wurden mit Kaninchenaortenexplan-
taten bei bis zu 9 Tage dauvernder Gewebekultur erhalten (Hudson, 1975).

Die pathogenetischen Vorstellungen von der Atherosclerose wurden vorwie-
gend an Tiermodellen entwickelt und durch klinische, morphologische und epide-
miologische Studien ergéinzt. Einzelne Fragesteliungen wurden an Gewebekurz-
kulturen oder an Zellkulturen untersucht, aber langfristige Kulturen menschli-
cher Arterienexplantate sind bislang nicht durchgefithrt worden, so dafl mit
dieser Methode Aufschliisse tiber noch unklare pathogenetische Zusammenhinge
erwartet werden dirfen.

Die Verfasser danken Frl. U. Hiibsch fiir zuverléssige technische Hilfe.
Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft im Rahmen des SFB 90 ,,Cardiovascu-
ldres System**.
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