AUS DER ABTEILUNG FUR THORAXCHIRURGIE
PROF. HANS-STEFAN HOFMANN

DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Untersuchung vasomodulierender Rezeptoren an humanen Pulmonalgefifien
mittels konventioneller histologischer und immunchemischer Methoden

Inaugural — Dissertation
Zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der
Fakultét fiir Medizin
der Universitdt Regensburg

vorgelegt von
Stefan Ferdinand Hertling

2018






AUS DER ABTEILUNG FUR THORAXCHIRURGIE
PROF. HANS-STEFAN HOFMANN

DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Untersuchung vasomodulierender Rezeptoren an humanen Pulmonalgefifien
mittels konventioneller histologischer und immunchemischer Methoden

Inaugural — Dissertation
Zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der
Fakultét fiir Medizin
der Universitdt Regensburg

vorgelegt von
Stefan Ferdinand Hertling

2018



Dekan: Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Hans-Stefan Hofmann
2. Berichterstatter: PD Dr. Petra Riimmele

Tag der miindlichen Priifung: 11.05.2018






Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung 1
2. GrUNAIAZEN...ceccicesscenricssssnnrecssssssnecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 2
2.1 Anatomische und physiologische Grundlagen..............ccccceeeviiiiiiieniieenieeeens 2
2.2 LungenKreiSIaus...........oioiiiiiie e e 3
2.3 GefABaUTDAUL ...c..eiiiiei e e 4
2301 ATERIICI c.iiieie ettt ettt et ettt ettt ettt e bt e et et e st ens 5

2.3.2 VNG ceiiiiiiiiietee ettt s 8

2.4 AthEroSKIETOSE. ... .ceiiiieiieitiee ettt 9
2.5 Pulmonale HyPertoni@........cc.eeecuiieeiuiieiiiieciieeeiieesieeerteeerveeeieeesereesnseeeseveeeenee s 11
2.5.1  PathO@ENESE.......ooeeviieiiieeciie ettt tee et en 11

2.5.2 TherapiemOglichKeIten. .......c..ceecviieriiieiiieeciie e 13

2.6 VasoaKtive Peptide.........cccviiiiiiieiiieeciie ettt e n 14
2.6.1  Endothel......ccc.ooiiiiiiii e 14

2.6.2 Endotheline............ooiiiiii i 15

2.6.3  EndothelinreZeptoren........ccccvieiiieeiiieeiiie ettt 17

2.6.4 Endothelinrezeptorantagonist Bosentan............cccocvveveveeeeiieenieeseieeenen. 18

2.6.5 PDE-5-A-Enzym und PDE-5-A-Hemmer Sildenafil..............ccccoceeie. 18

2.7 Vorarbeiten aus der ArbEItSZIUPPE.....ccvvveeerurreeriieeeiieeeiieeeieeesreeesveeeereesereeennns 19
2.8 Studiendesign Und —Zi€l..........ccccviieiiiieiiie e e 20

3. Material und Methoden..........ueeeeeeecneeniiniensnicnseecssneisssnecsssnscssesssssesssssnssssecses 21
3.1 Gewinnung des Untersuchungsmaterials............ccceeeviieeiiienciieeniiecciee e 21

3.2 Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials...........cccoeeeuveeriiiiiniiieiniieeniee e, 24
3.2.1 Hématoxylin-Eosin-Farbung (HE)..........ccccooviiniiinee e, 24

3.2.2 Elastika van Gieson-FArbung...........ccccceeviiiiiiiiniiiicie e 24

3.2.3 Resorcin-Fuchsin- und Sirius-Farbung.........c..ccccovvevvveiniieiniieeeeeen 25

3.2.4 Immunchemische Farbungen............ccccoooiiiiiiiiniiiiniieceie e 25

3.3 PubMed-Recherche............oouiiiiiiiiiiiiie e 28

3.4 AUSWETTUING. ...eeeeiiiiieeeiiiteeeeitteeeeeitteeeesttteeeeabaeeesesnteeeeasnsaeeessnsseeesasseeesannseeeens 29
3.4.1 Deskriptive Anatomie und Pathologie..........ccccceevveriiiieniieeniieeieeeen 29

3.4.2 Konventionelle HiStolOZIC.......c.eeeviiieriieeiieeieeeeeee e 30

3.4.3 IMMUNNISTOCHEMIE. ... oo eeeeeeeeees 30



343.1 Bestimmung der Rezeptorenverteilung und —dichte

3.4.3.2  Bestimmung der Rezeptorenpositivitat..........ccccveeeevveenveeennnenns 31
3433 L-A-D=SCOTC..c.iiiiiiiiieeeeeeeee et 31

3.5 MaALETIALEN. ...ttt 33
3.5.1 Chemikalien und Reagenzien............cccccueeevieieniieenieeeiee e 33
3.5.2  Verbrauchsmaterial und Kits...........cocoeiiiiiniiiiieeeee 33
3.5.3  Geridte und SOfTWATE.........ooiiiiiiiiiiiee e 34
3.5.4 Verwendete AntIKOTPET.......ccccvvevuiiieiiieiiiie et 35
3.54.1 PrimarantikOrPer........eeeuieeeiiecieeeee e 35

3.54.2 SekundarantikOTPer.........eeeeviieeiieeeiieeeiie et 35

3.5.5 hergestellte LOSUNZEN........cccviieeiiiieeiiieeiieeeiee et eiee e 35
3.5.6  StatistiSChe AUSWETTUNG .......eeeviuiieeiieeeiieeriie e eevee e evee e 36

4. Ergebnisse 37
4.1 Konventionelle HiStOIOZIC.......c..eeeiuiiiiiiieciiieciie et 37
4.1.1  Pulmonalarterien. .......cooeeiuieiiieiiiiiieiie e 38
4.1.2  PulmonalVenen...........cocceeiiiiiiiiiiiiiiiiieeiee e 43
4.1.3  GefaBpathOlOZICN.......cccviieiieeiieeiee e e 48
4.13.1 Pulmonalarterien ..........cccccoooeiiiiiiiiiiinceeeee 48

4.1.3.2  Pulmonalvenen..........coccoooiiiiiiiiiniiiiiiiceeecee e 55

4.2 Immunchemische Untersuchungen............cccoeecvveeviieeniieeniie e 60
4.2.1  ETA-REZEPLOT....ceeieiiiiieeiiiie ettt 60
4.2.1.1 Pulmonalarterien...........cocooiiiiiiiiiiieieeeeeeee 60

4.2.1.2  Pulmonalvenen..........coccoooeiiiiiiiiniiiiieniieeeeee e 61

42.1.3 GefaBveranderungen..........ccocveeecieeecieesiie e 62

4.2.2  ETB-REZEPIOT.....uiiiiiiiiiie ettt e e e e eaee e 64
42.2.1 Pulmonalarterien...........cocooiiiiiiiiiiieieeeeeeee 64

4222  Pulmonalvenen..........coccoooiiiiiiiiiniiiiiiiiiceeecee e 65

4223 GefaBveranderungen..........ccocvveecveeeiieeeiieeeee e 66

4.2.3  PDE-5-A-ENZYM..c.tiiiiiiiiieiiiieieie ettt 69
423.1 Pulmonalarterien...........cocooiiiiiiiiiiieieeeeeeee 69

4.2.3.2  Pulmonalvenen..........coccoooiiiiiiiiiniiiiiinceecee e 70

4233 GefaBveranderungen..........ccecveeecveeeciieeeiieeeee e 70

S, DISKUSSION . creeeneereereeeereereecereeseeserressesersessssesssssssasssssssessssssssssssssssssssssssssassssassanssse 74



5.1 FehlerquUellen..........cooiiiiiiiieciieee e e e e e e 80

VRN TW 1111 EYCS 0] Foc 1 R 81
7. ZusammenfasSUN@......ccoeeeecrsrsnricsssssnrecssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssass 83
8. LiteraturverzeiChmiS.......c v eieceieineeiisseenisnenssnenssnecssnnecsssencssseecsseessssesssssesssnes 85
0. ANNANG....uriiiiiiniiiiiisnriinissnniicssssssnssssssssissssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 93

9.1. Veroffentlichte Vortrage und AbStracts..........cceeevvieeeieeecieeeieeeie e 93

0.2 POSTET ...ttt s s 95
10. Lebenslauf .....iiiniiiniecnneicnneecineenineessneessseecsssecssssecssssscsssesssssssssssasssssnes 98

11. Danksagung 99




AbKkirzungsverzeichnis

A. — Arteria

Aa — Arteriae

Abb — Abbildung

AK — Antikorper

CD — Cluster of differentiation

et al. — et alii, und andere

ET - Endothelin

ETA — Endothelinrezeptor-A

ETB — Endothelonrezeptor-B

g - Gramm

HE — Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung

ISHLT — International Society for Heart and Lung Transplantation
Kg — Kilogramm

L — Liter

mg — Milligramm

mL — Milliliter

PA — Pulmonalarterie

PBS-Losung — Phosphate buffered saline, phospahtgepufferte Salzlosung
PDE-5-A — Phosphodiesterase-5-A-Enzym
PAH — Pulmonal-arterielle Hypertonie

PH — Pulmonale Hypertonie

PV — Pulmonalvene

R. —Ramus

Rr - Rami

V.- Vena

Vv — Venea

ZVD — Zentraler Venendruck



um - Mikrometer

Abbildungsverzeichnis

Abb 1 Ubersichtsdarstellung Lungenaufbaul...............cooeveveviveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenons 2
Abb 2 Allgemeiner Gefaaufbau Arterien und VEnen...........cceccueeeeieeeiieenciieesiie e 4
Abb 3 GefaBaufbau ATtEIION. ....cc.uiiiiiiiiiiiieieeee ettt 7
Abb 4 histologische Anschnitte Vene...........cocvieeiiieiiiiciiie et 8
Abb S Histopathologische Einteilung der Atherosklerose..........ocovvevevieeriieenciieenieeeieeane, 10
Abb 6 Ubersichtsdarstellung PH.............cccccocoiuiiieiieeeeieeeieeeeeeeeeeeeeeee e 12
Abb 7 Ubersichtsabbildung Endotheline...............ccooeviveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 16
AbDb 8 LObeKtOMICPTAPATAL.......cccvieeeiiieeiiiieeiiee ettt eite e eteeeste e e saeeeseaeeetaeeentaeesseeesnseeensseeas 22
ADbb 9 ProbenrONIChen. ........o.oiiiiiiiii e 22
AbD 10 GefaBSEEMENL.......ccccuiiiiiiieciieecee et e et e e sre e e saee e naeeesnseeenaeeeas 23
ADbb 11 GefaBSChNEIAET.......coiiiiiiiiiiiie e 23
AbDb 12 GefaBSegmEntriNgGe........cceiuieeiiieeiieeeiiee et eeeeeeieeeeteeesbeeesaeeesaeeenaeeesaeeensneeennes 23
Abb 13 Positivkontrolle ETA-Rezeptorfarbung............cccvveeiieeiiieeiiieeieeeieeeee e 27
Abb 14 ETA-Rezeptorfarbung VENE .........cceeeviiiiiiieeiiieciie ettt e 27
ADD 15 ABC-MEthOE........oeiiieieiieieciieeee ettt e nees 28
AbD 16 HE-FArbung, ATtETIC........cccuvieiiieeiiieeiieeeiieeeiteeeiteesaeeesveeeseveeesnaeeseaeeeneeeensneeennes 37
AbDb 17 HE-FArbung, VENE........c..cooiuiiiiiiiieie ettt ee e svae e svaesseaeeenveeenes 38
Abb 18 HE Firbung Arterie in Ubersichtsaufnahme...............coovovevvveveeieeveeeeeeeeeeeeneeenne. 39
ADbD 19 HE FArbung ATteTIC.......cceiviiiiiieeiiieeiee et e cieeeeieeeeteeesveeesveeesaeeesaeeensneesnsaeennns 40
AbD 20 HE-FArbung ATtETIC.......ccciiiieieiieeiiieeiiee et et eeieeesaeeesreeeseveessnaeesaaeeenaeeenaeeennes 41
Abb 21 Sirius-Farbung mit Resorcin-Fuchsin-Féarbung Arterie..........ccoceeveeviiiiiinieenenne 42
AbDb 22 HE-FArbung VENe........cc.eiiviiiiiiiiiieiie ettt eet et e s e e svaeesvaeessaaeenneeenes 44
AbD 23 HE-FArbung VENe.........c.ooiiiuiiiiiieieiie ettt ettt s e e svaeesevaesnsaeeenneeenes 44
AbD 24 HE-FArbung VEeNe.........c.eiiiiiiiiiiiieiie ettt e st tee s aeeesvaeesvaesnsnaeenseeenes 45
Abb 25 Sirius-Farbung mit Resorcin-Fuchsin-Farbung Vene...........cccccooeviiiiiiiniininne, 46
AbDb 26 Intimaverdickung ATtETIC........ccc.vieiuieeiiieeriee et e ereeeeeeeeeeeeaeeesree e reeesnreeeneseeenns 49
Abb 27 ausgeprigte Intimaveranderung ATteri€........c.eevveeerieeeiieeeiieeeieeeeeeeeeeesvee e 49

Abb 28 Intimaverdanderung Arterie, SMA-FArbung...........ccccoeevvieeiiieeiiieeieeeie e 50



ADbD 29 0-SMA-FArbUNZ ATTETIC. ... viieiiieeiiieecieeeciee et et e eeee e et e e e teeesreeessaeeessseeesaseeenns 51

Abb 30 HE-Firbung Arterie Adventitiaverdickung und Neovaskularisation...........c........... 52
Abb 31 Sirius-Farbung Intimafibrose ATteriC.........ceevuiieriiieriieeiie e 53
Abb 32 Sirius-Elastica-Farbung Arterie mit Atherom...........ccceeecvveeviieeiiieeeiieeceee e, 54
Abb 33 a-SMA-Féarbung Arterie mit Atherom..........cccuveeriiieiniieeiiee e 54
Abb 34 a-SMA-Férbung Intimaverdickung Vene...........cccoeeviiieiiiiiiiieiciie e, 56
Abb 35 HE-Farbung Intimaverdickung Vene..........cccoevviieiiieieiieiiieeieeeee e 56
Abb 36 SMA-Farbung Mediaverdickung Vene............cccccuveeviiieniieeiieesieeeiee e 57
AbDb 37 0-SMA-FArbUNZ VENE.......ccocviieiiiieiie ettt e eaeesaaee s es 58
Abb 38 a-SMA-Féarbung Vene Zellformation Adventitia...........ccceeeeveercrieencieeenieeeeree e 59
Abb 39 Sirius-Elastica-Farbung Vene Fibrose..........ccoccvveviieniiiincii e 60
AbDb 40 Arterie ETA-REZEPLOT.......ccciuiieiiiieeiie ettt eae e e 61
ADD 41 Vene ETA-REZEPLOT.....ccooiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e aeee s 62
Abb 42 ETA-Rezeptorfarbung ATTEIIC......cuuieeirieeiieeeiieecieeeeteeetee et e ereeeeve e e e e snee e 63
Abb 43 ETA-Farbung Arterie mit Praatherom.............cccccoeeiiieiiiieeiiiieieeeeeeee e 64
Abb 44 Arterie ETB-ReEZEPIOT.....cccuiiiiiiieiieeceeee et 65
ADbD 45 Vene ETB-REZEPIOT........ciiiiiiieeeiiie ettt e e 66
Abb 46 ETB-Rezeptor-Farbung: Rezeptordichteverdnderung...........cccoeeeveeeeieencieeenneeenee. 67
AbDb 47 ETB-FArbung VENe........ccccuviiiiiiiiie ettt sae e e e svae e e e 67
Abb 48 ETB-Rezeptor-FArbung Vene...........cooovvieiiiiiiiecieceeeee et 68
Abb 49 PDE-5-A-Enzym-FArbung ATteri€........c.cccovviieiiiieiiieeiieeieeeiee e e 69
Abb 50 PDE-5-A-Enzym-FArbung Vene..........ccocvvooiiiiiiiiie e 70
Abb 51 PDE-5-A-Enzym-Féarbung Arterie mit Intimaverdickung...............ccocccoiininenn 71
Abb 52 PDE-5-A-Enzym Féarbung Arterie mit Intimafibrose...........c.cccoooiiiiiiiniininnnen. 71
Abb 53 PDE-5-A-Enzym-Farbung Vene..........ccccovvviiiiiiiiiie e 72
Abb 54 PDE-5-A-Enzym-Farbung Arterie mit Atherom...........ccccceeeeiieenciieenieeeiee e, 73

Abb 55 verzogene Intima und Media einer ATteriC.........cevvuvreriieeriieeeiieeeiee e 80



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 verwendete PrimarantikOrPer.........eevvveeriiieeiieeeieecie et 26
Tabelle 2 Auswertungstabelle Immunhistochemie Gefal3schicht.............ccccoeevveenennnne. 31
Tabelle 3 IRS-Score Anwendungsbeispiel..........ceecvieiriieiiieeiie e 32
Tabelle 4 zweiter Teil des AUSWETTUNZSSCOTES. ....cccvvierriireeiireeireeeiieeeeieeesreeensreeessaeeenns 32
Tabelle 5 PrimArantikKOrPeT.......cceiieeeiieeeiie ettt eree e e e seree e sebeeeeeaeeens 35

Tabelle 6 SeKUNAATANTIKOTPET . .....vvieeiiieeiie ettt e e e e e e enaee e 35






1. Einleitung

Die pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) ist durch eine Erhéhung des Gesamtwiderstandes
und damit des Blutdruckes im Lungenkreislauf gekennzeichnet. Die Ursachen sind vielfaltig.
Es ist jedoch bekannt, dass vasokonstriktive sowie vasodolatative Faktoren Schliisselrollen bei
der Entwicklung der PAH einnehmen. Pulmonalarterien (PA) nehmen hierbei eine zentrale
Stellung ein. Klinische und pharmakologische Studien zur PAH sind vorhanden. Allen gemein
ist die Beschreibung eines optimalen Behandlungsregimes. Phosphodiesterase-5-Inhibitoren
(Sildenafil/Vardenafil) und Endothelinrezeptor-Antagonisten (Bosentan) haben einen
kontraktionshemmenden Effekt auf humane PA. Beide Substanzklassen sind wichtige
Bestandteile der leitliniengerechten Behandlung der PAH und werden hierfiir im klinischen
Alltag einzeln oder in Kombination eingesetzt. Ein Grofteil der aktuellen Therapieansitze der
PAH beruht auf den Erkenntnissen aus vorwiegend tierexperimentellen oder pharmako-
klinischen Studien. In-vitro-Untersuchungen an humanen Pulmonalgefden sind bisher

ausstehend.

Ziel dieser experimentellen Arbeit ist es daher, in klinisch unauffilligen humanen PA und
Pulmonalvenen (PV) vasomodulierende Faktoren (ETA, ETB und PDE-5-A-Enzym) zu
untersuchen. In Ergédnzung dazu soll der histomorphologische GefdBaufbau beider GefdBarten
evaluiert werden, um eine Aussage iiber deren allgemeine GefdBBmorphometrie treffen zu
konnen. Anhand dieser lassen sich Faktoren bestimmen, die die Rezeptorendichte- und

positivitit der genannten vasomodulierenden Faktoren beeinflussen konnen.



2. Grundlagen
2.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

Die Lunge ist paarig aus Pulmo dexter und Pulmo sinister angelegt. Beide Lungen bestehen
makroskopisch aus einer Lungenbasis und Lungenspitze. Die Basis liegt der Zwerchfellkuppel
mit der Facies diaphragmatica auf. Pulmo dexter ist dreilappig und Pulmo sinister zweilappig
angelegt (Schiebler und Korf, 2007). Die Lungenlappen lassen sich in Lungensegmente, den
Segmenta bronchopulmonalia, einteilen. Links gibt es neun Segmente, rechts sind es zehn
Segmente (s. Abb 1). Wiederum lassen sich die Segmenta bronchopulmonalia in Lobuli
pulmonis, den Lungenlédppchen, untergliedern. Die Lungenldppchen sind durch die Septa
interlobulares, bestehend aus lockerem Bindegewebe, voneinander abgegrenzt (Schiebler,

2005).

Apex pulmonis Lobus sup.

Fissura obliqua A% . Fissura obliqua

Lobus inf.

Linqula

Abbildung 1: Ubersichtsdarstellung Lungenaufbau (Schiebler, 2005)

In der Lunge gibt es luftleitende und respiratorische Abschnitte. Zu den luftleitenden
Abschnitten gehort die Trachea. Sie teilt sich in zwei Hauptbronchien, den Bronchus principalis
sinister et dexter auf. Diese verzweigen sich weiter baumartig zum Arbor bronchialis, in die
sekunddren (Bronchi lobares) und tertidren Bronchien (Bronchi segmentales) auf. Durch
Verzweigung der tertidren Bronchien entstehen bronchopulmonale Segmente. Im Zentrum
dieser Segmente verlaufen Bronchien und Lungenarterienédste. Hingegen verlaufen die V.
pulmonalisidste intersegmental im Bindegewebe. Diese bronchopulmonalen Segmente stellen
eine eigene funktionelle Einheit dar und konnen daher einzeln operativ entfernt werden. Nun

folgen die respiratorischen Endabschnitte. Hier findet der Gasaustausch zwischen der Atemluft



und dem Blut durch die Blut-Luft-Schranke statt (Schiebler, 2005). Der Bluttransport ist ein
Schwerpunkt des Kreislaufsystems. In der Lunge wird das Blut mit Sauerstoff angereichert und
gelangt von der linken Herzkammer iiber die Aorta, Arterien und Arteriolen zu den Kapillaren.
Hier findet der Stoffaustausch zwischen Blut und dem entsprechenden Gewebe statt. Hernach
gelangt das Blut iiber die Venolen, Venen, Vena cava superior und inferior zum rechten
Herzvorhof. Von dort wird es iiber die Pulmonalarterien und -arteriolen zu den Kapillaren der
Lunge transportiert, um von dort iiber die Pulmonalvenolen und —venen wieder zum linken
Herzvorhof zu gelangen. Man unterscheidet dabei das Hochdruck- vom Niederdrucksystem, in
dem sich das Blut verteilt. Zum Hochdrucksystem gehoren die linke Herzkammer wihrend der
Systole, die Aorta sowie die folgenden Arterien und Arteriolen (Lang und Lang, 2007). Zum
Niederdrucksystem zéhlt man das Venensystem, das rechte Herz, die Lungengefdfle und den
linken Vorhof und die linke Herzkammer wihrend der Diastole. Physiologisch herrschen im
kleinen Kreislauf niedere Druckwerte und Widerstinde als im grofBen Kreislauf (Schiebler,

2005).

2.2 Lungenkreislauf

Im Lungenkreislauf lassen sich zwei Gefdflsysteme unterscheiden: Vasa publica und Vasa
privata. Die Vasa publica versorgen den Korperkreislauf und sind fiir den Gasaustausch und
die Oxygenierung zustindig. Uber die Aa. Pulmonales (PA) wird kohlendioxidreiches Blut aus
dem Korperkreislauf in die Lunge und nach der Sauerstoffanreicherung in den Kapillaren der
Alveolen iiber die Vv. Pulmonales (PV) zum Herz zuriicktransportiert. Die Aa. und Vv.
pulmonales bilden mit den dazwischengeschalteten Kapillaren den Lungenkreislauf (Schiebler
und Korf, 2007). Die Vasa publica sind fiir 99% der Lungendurchblutung verantwortlich
(Ittrich, 2017). Die Vasa privata hingegen sorgen fiir 1% der Lungendurchblutung, dabei sind
diese mit den Koranargefaflen des Herzens zu vergleichen, die wie diese fiir die Blutversorgung
des eigenen Gewebes zustindig sind (Cauldwell, 1948). Die Rr. Bronchiales
(Bronchialarterien) entspringen aus dem groflen Korperkreislauf. Ihr Ursprung ist haufig
variabel (Cauldwell, 1948 und Lang und Lang, 2007). Bronchopulmonale Anastomosen
zwischen beiden Kreisldufen existieren (Botenga, 1970). Diese konnen nach Bedarf gedffnet
oder geschlossen werden (Schiebler und Korf, 2007). In der PA herrschen &dquivalente
Druckschwankungen wie in der Aorta. Der von der rechten Herzkammer erzeugte Druck
erreicht zwischen 20 bis 25 mmHg in der Systole. Diastolisch liegt der Druck bei 14 mmHg

und damit unterhalb der Druckwerte des Korperkreislaufes. Daher sind PV diinnwandiger und



kiirzer als die entsprechenden Gefa3e des Hochdrucksystems. Der Gesamtwiderstand entspricht
etwa 10% des groflen Kreislaufes. Der Druck der Kapillaren liegt im Mittel bei siecben mmHg
(Lang und Lang, 2007). Ist die pulmonalarterielle Zirkulation eingeschrdnkt, konnen
neoangiogenetische Wachstumsfaktoren ausgeschiittet werden und es kann zur pulmo-
bronchialen Arterienproliferatiom kommen (Ferris, 1981, Marshall, 1997 und McDonald,
2001). Die Folgen konnen eine erhdhte system-arterielle Druckbelastung durch chronische

Inflammationszonen in den Lungengefidfien sein (Mc Donald, 2001).

2.3 Gefilaufbau
Man unterscheidet zwei GefdBarten: Arterien und Venen. Allen gemein ist ein grundlegender
GefalBwandaufbau, der sich von innen nach aulen wie folgt beschreiben ldsst: Tunica Intima,

Tunica Media und Tunica Adventitia (s. Abb. 2).

Arterie Yene

Tunica Tunica Tunica Tunica Tunica Tunica
I+ . a *l 4 " *14 . + . o 14 " »4 »
| intima I media externa Ernahrende intima . media” | externa
l | Gefahe und |
; I sy Nerven ;
‘ " Taschenklappen

Endothel
Basalmembran

v Endothel

Bindegewebe mit Basalmembran
Membrana elastica kollagenen Fasern Glatte Muskulatur
interna (elastisches | Membrana elastica externa und elastische Fasern _|

Bindegewebe) {elastisches Bindegewebe) Bindegewebe mit
Glatte Muskulatur kollagenen Fasern

4

Abbildung 2: Allgemeiner GefdaBaufbau Arterien und Venen aus Joubert-Huebner 2009

Die Tunica Intima beider GefdBarten besteht aus Endothel und dem subendothelialem
Bindegewebe. Dieses setzt sich aus losem Fibronektin und elastischem Gewebe zusammen. Die
American Heart Association Committee on Vascular Lessions definiert die Tunica membrana
elastica interna, die sich zwischen der Tunica Intima und Tunica Media befindet, als deren
Grenze zueinander (Butany und Buja, 2016). Die Tunica Media besteht aus glatten
Muskelzellen und einer Vielzahl extrazelluldrer Bindegewebsingredienzien. Sie werden von
den glatten Muskelzellen eigens produziert. Als Grenze zwischen Tunica Media und der
folgenden Tunica Adventitia wird die Tunica membrana elastica externa angesehen. Die

Prominenz bzw. Existenz der Tunica membrana elastica interna und externa ist nicht einheitlich



und kann in ihrer Gestalt erheblich voneinander variieren (Butany und Buja, 2016 und
Lillmann-Rauch, 2015). Die Tunica Adventitia besteht vorwiegend aus kollagenem
Bindegewebe. In ihr verlaufen Blutgefile, Nerven und Lymphgefile. Trotz vieler
Ahnlichkeiten in der Architektur und funktionellen Organisation, gibt es wesentliche
Unterschiede in der GefdB3groe und in Besonderheiten der individuellen Funktion. Abhédngig

sind diese auch vom vorherrschenden Blutdruck vor Ort (Butany und Buja, 2016).

2.3.1 Arterien

Man unterscheidet die Arterien (s. Abb. 3) hinsichtlich ihrer Grée und Konfiguration der
Tunica Media. Es gibt Arterien vom elastischen Typ und muskuldren Typ, sowie kleine
Arterien und Arteriolen. Arterien vom elastischen Typ sind herznah. Die elastischen Arterien
dienen primédr als Leitungsrohre und bewegen groBe Blutmengen vom Herzen zu den
mittelgroen Arterien. Durch ihren hohen Anteil an elastischen Fasern in der Tunica Media
kann die Pulswelle wéihrend der Systole absorbiert werden. Daher neigen sie in der Diastole zur
Kontraktion. Dies erlaubt wiederum einen kontinuierlichen Blutfluss (Windkesselfunktion). Ihr
Diameter ist mehr als ein Zentimeter und ihre Gefa3wand, in Bezug auf den Durchmesser,
relativ diinn. Distal verzweigen sie sich in Muskelarterien auf (Liihlmann-Rauch, 2015).
Peripher gelegene Arterien werden dem muskuldren Typ zugeschrieben. Zu ihnen werden alle
grobsichtbaren und anatomisch-benannten Arterien gezdhlt. Sie unterscheiden sich zu den
Arterien vom elastischen Typ in der Anzahl der glatten Muskelzellen (Joubert-Huebner, 2009).
Durch ihre hohe Anzahl an glatten Muskelzellen kénnen sie sich aktiv kontrahieren und dariiber
den Blutfluss zu einem Organ oder GefdBBabschnitt beeinflussen. Thre Diameter variieren von
einem bis 0,05 Zentimeter und besitzen, im Vergleich zu ihrem Gesamtdurchmesser, relativ
dicke GefiaBwénde (Butany und Buja, 2016). Viele Arterien verjiingen sich im GefaB3kaliber
und so ist eine genaue Einteilung zu einem speziellen Arterientypen aktuell nicht moglich.
Daher spricht man auch von Arterien des gemischten Types, die vor allem in
Ubergangsregionen wie den axillidren, poplitealen und iliacalen Arterien vorkommen und sich

distal mit Arteriolen vermischen (Butany und Buja, 2016).

Tunica Intima
Auf der luminalen Oberfldche befinden sich polygonale Endothelzellen. Sie sind langgestreckt
und konnen mit der langen Achse des Gefidlles ausgerichtet sein. Thre Basallamina kann direkt

der Membrana elastica interna anliegen. Wéhrend bei groBeren Arterien die Endothelzellen von



der Basalmembran durch eine subendotheliale Schicht getrennt sind. Die subendothelialen
Schicht besteht aus Kollagen, elastischen Fasern, vereinzelten Fibroblasten und aus wenigen in
Langsrichtung angeordneten glatten Muskelzellen. In den tieferen Schichten der Intima sind
Makrophagen angeordnet. Sie spielen eine Rolle bei der Phagozytose und sind an der
Einlagerung von Lipiden beteiligt. Die Membrena elastica interna ist in Arterien vom
muskuldren Typ prominent und kann sich mikroskopisch klar dargestellt werden. Sie ist eine
dicke, fenestrierte Schicht aus verwobenen elastischen Fasern. Sie hat eine gewellte
Erscheinung. Dies entsteht aufgrund kiinstlicher Kontraktion und kann an
Arterienabzweigpunkten und Gefdf3gabeln fehlen. Die Dicke der Intima variiert mit dem Alter

und den pathologischen Zustinden der Gefdl3e (Butany und Buja, 2016).

Tunica Media

Die GeféaB3schicht der Tunica Media stellt die Hauptkomponente der Arterien vom muskuldren
Typ dar. Die glatten Muskelzellen sind hier spiralformig in konzentrischen lamellaren
Einheiten angeordnet. Bis zu vierzig Schichten konnen in groBeren Arterien auftreten. In ihr
sind eine groBe Menge an Proteoglykanen und geringe Mengen an Kollagen und elastischen
Fasern eingelagert. In groferen Arterien kann eine Membrana elastica externa beschrieben
werden. Auch unterliegt die Tunica Media den Prozessen der Altersverdnderungen. So kann
die Anzahl der Muskelzelllamellen und die Dicke von Geburt bis zum hohen Lebensalter und
in Reaktion auf Druckiiberlastung bei systemischer arterieller Hypertonie zunehmen (Butany

und Buja, 2016).

Tunica Adventitia

Die Tunica Adventitia ist eine Schicht aus kollagenen und elastischen Fasern. Bei Arterien vom
muskuldren Typ ist diese GefdBschicht dhnlich dick wie deren Tunica Media. Sie dient als
Schutz vor libermifBiger GefdaBausdehnung und soll Riickstoe abfangen. In Thr verlaufen
Lymphgefalle und die Vasa vasorum. Darunter versteht sich ein diinnwandiges Netzwerk aus
arteriellen und vendsen Komponenten. Diese vaskuldren Elemente durchdringen die Adventitia
und dienen zur vitalen Versorgung der Tunica Media. Zudem konnen Nervenfasern aus
sympathischen Ganglien in dieser GefdBwand verlaufen. Sie sind an der Innervation glatter
Muskelzellen der Tunica Media beteiligt. In der Gesamtheit besteht die Tunica Adventitia aus
einer Vielzahl von Zellen: Makrophagen, dendritische Zellen, T- und B-Lymphozyten,

Fibroblasten, Mastzellen, eosinophilen und in kleiner Zahl neutrophiler Zellen. Hauptanteil der



Zellen nehmen die Fibroblasten ein. Sie werden auch als ,,die Sentinelzellen‘ (Butany und Buja,
2016) der Tunica Adventitia bezeichnet. Sie reagieren auf eine Vielzahl von Reizen und konnen
dadurch aktiviert werden. Die Aktivierung der Fibroblasten fiihrt zu einer Differenzierung zu
alpha-glatten-Muskelaktin-exprimierenden Myofibroblasten. Diese nehmen eine Schliisselrolle
bei dem vaskuldren Remodellierung ein. Daher wird die Tunica Adventitia auch als ein
komplex-dynamisches Kompartment angesehen. In ihr finden die Integration, Lagerung und
Freigabe von Schliisselreglern der GefaBwandfunktion statt. Sie verfligt liber eine Vielzahl von
Aufgaben, wie den entziindlichen Zelltransport, das Wachstum und die Reparatur der
GefiBwand und die Immuniiberwachung. Uber die neuronalen Leitungsbahnen in der Tunica
Adventitia findet eine Kommunikation zwischen vaskuldren endothelialen Zellen und den
glatten Muskelzellen der Tunica Media und dem periadventitialen Gewebe statt (Butany und

Buja, 2016).

Abbildung 3: Gefiflaufbau Arterien
a Aufteilung in Intima, Media und Adventitia, 50-fache Vergroerung. b 200facher
VergroBerung Endothelaufbau, ¢ Ubergang Media zu Adventitia mit
GefaBanschnitten V. und A. (Butany und Buja, 2016)



2.3.2 Venen

Die Venen (s. Abb. 4) zeigen im Vergleich zu Arterien eine grofere Variabilitit in der
GefaBmorphometrie. Grundlegend ist die Anzahl der Venen zahlreicher (Lang und Lang,
2007). Sie haben meist groBBere Kaliber und eine diinnere GefdBBwand als ihre arteriellen
Gegenstiicke. Hierdurch haben sie einen geringeren Anteil an glatten Muskelzellen und somit
eine morphologisch dezenter ausgebildete Tunica Media (Butany und Buja, 2016). Grof3e
Venen haben einen Diameter von mehr als einem Zentimeter. Zu ihnen werden die Vena cava
inferior et superior, V. pulmonales, V. lienalis, V. mesenterica und V. ilica externae gezihlt.
Ihre Tunica Intima besteht aus dem Endothel mit seiner Basallamina mit aufliegender
subendothelialer Matrix. Die Tunica Media ist eher diinnwandig. Die Tunica Adventitia ist die
dickste Schicht. Die Vasa vasorum sind prominent (Liillmann-Rauch, 2015). Die Diameter
mittlerer Venen liegen zwischen 0,01 und einem Zentimeter. In der Tunica Intima sitzt das
Endothel mit seiner Basallamina auf einer diinnen subendothelialen Matrix. Eine prominente
Membrana elastica interna wird nicht ausgebildet. Die Tunica Media ist bei diesen Venen gut
entwickelt und einige haben eine stark ausgeprigte muskulire Komponente. Die Tunica
Adventitia besteht aus kollagenem Bindegewebe, welches mit elastischen Fasern durchsetzt ist.

Glatte Muskelzellen und Nervenfasern kommen in geringer Anzahl vor.

Abbildung 4: histologischer Anschnitte Vene



a Vene in 40 x VergroBerung b groBe Vene ¢ 100fache Vergroferung mit Schichtdarstellung
(IL= Tunica Intima, MC= Tunica Media; AL= Tunica Adventia) (Butany und Buja, 2016)

2.4 Atherosklerose

Epidemiologisch handelt es sich bei der Atherosklerose und deren Folgeerkrankungen um ein
weltweites Problem. Sie gilt als Hauptursache fiir Morbiditdt und Mortalitdt. So zeigt die
aktuelle Todesstatistik aus dem Jahr 2015 vom Statistischen Bundesamtes Deutschlands
insgesamt 925 200 Sterbefille. Dabei gehoren Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu den hiufigsten
Todesursachen mit 356 616 Betroffenen (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2017). Bei
diesen genannten Erkrankungen spielt in deren Pathogenese die Atherosklerose eine wichtige
Rolle. Verschiedene Risikofaktoren beeinflussen und beschleunigen diese (Kronmal, 2007).
Hierzu zdhlen vorrangig die arterielle Hypertonie, Bewegungsmangel, Diabetes mellitus,
genetische Faktoren, das Rauchen oder auch zunehmendes Lebensalter (Galyean, 1978). Die
Klinik der Atherosklerose verlduft allermeist stumm. Lange haben die Betroffenen keine
klinischen Beschwerden und ein subjektives Wohlbefinden. Erst bei weit fortgeschrittenen
atherosklerotischen Verdnderungen in den betroffenen GefdBen zeigen die Patienten eine
Klinik u.a. in Form von kardiovaskuldren Beschwerden wie Kurzatmigkeit, Herzstechen
(Angina pectoris) oder Kreislaufproblemen (Go, 2014). Daher ist eine Identifizierung von
Frithindikatoren einer beginnenden atherosklerotischen Verdnderung essentiell wie soeben
effektive PriaventionsmaBBnahmen zur Aufklirung und Verhinderung der Atherosklerose
(Schrodt, 2014). Sie entsteht als Folge eines sich wiederholenden und mehrstufigen
Entziindungsprozesses in der betroffenen GefdBBwand. Hierbei kommt es meist zu einer
Gefalschichtldsion der Tunica Intima und in deren Folge zu einer erhdhten Durchléssigkeit des
Endothels. Hierdurch wird eine komplexe Kaskade ausgelost, die durch multiple Faktoren
beeinflusst wird. In das geschéddigte Endothel dringen verschiedene Plasmabestandteile ein.
Bluttfettbestandteile wie LDL und HDL scheinen hierbei eine iibergeordnete Rolle zu spielen
(Gebbers, 2007). Diese Blutplasmabestandteile werden in der Tunica Intima oxidiert und dort
von zelluldren Bestandteilen wie Makrophagen Rezeptor-vermittelt aufgenommen (Ross,
1999). Die LDL-beladenen Makrophagen wandeln sich zu Schaumzellen, den fatty streaks um.
Es werden lokal Entziindungsmediatoren, Adhésionsmolekiile und Wachstumsfaktoren
ausgeschiittet. Die glatten Muskelzellen aus der Tunica Media der betroffenen Gefdfle wandern
in die Tunica Intima ein und werden dort zur Proliferation angeregt (Stary, 1995). Die glatten

Muskelzellen produzieren eine extrazellulire Matrix und umhiillen die Schaumzellen. Es



entsteht im Verlauf ein Atherom, welches sich zu verschiedenen Anteilen aus Fett und
kollagenem Bindegewebe zusammensetzen kann (Ross, 1999). Verschiedene wissenschaftliche
Hypothesen zur ursidchlichen GefdBschddigung sind verbreitet (Schrodt, 2014). Es gibt eine
deskriptive histopathologische Einteilung der American Heart Association (AHA) (Stary,
1995). Die Klassifikation besteht aus sechs Kategorien (s. Abb. 5). Kategorie I dient zur
Beschreibung beginnender Atherosklerose. Sie beschreibt frithzeitige adaptive Verdnderungen
der Tunica Intima in Form von Intimaverdickungen. Kategorie II beschreibt das Vorkommen
von (mehrlagigen) Makrophagen bzw. Schaumzellen und mit oxidierten glatten Muskelzellen
mit den makroskopisch auffilligen fatty streaks. Kategorie III beschreibt die Ubergangs- oder
Zwischenlédsionsstadium zwischen Kategorie II und IV in Form von Praatheromen.
Fortgeschrittene Plaques werden zu der vierten Kategorie gezdhlt. Atherome gehoéren der
Kategorie IV an. Die fiinfte Kategorie beschreiben Fibroatherome, also Atherome mit
ausgepragter Fibrosekappe. Kategorie VI beschreibt ausgedehnte Plaques mit
Oberflichendefekten und ausgepriagten Kalzifikationen in diesen Bereich (Stary, 1995).
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Abbildung 5: Histopathologische Einteilung der Atherosklerose (Starcy, 1995)

2.5 Pulmonale Hypertonie (PH)

Epidemiologisch wird die PH zu den seltenen Erkrankungen gezihlt. Es sind ca. 15 bis 25 von
1 Million Menschen betroffen (European Lung Foundation, 2017). Hierbei kommt es zu einer
ausgepragten Vasokonstriktion im Lungenkreislaufund fiihrt zu einer Rechtsherzbelastung und
verminderter Gewebeoxygenation (Rubin 1997). Ein progredientes bzw. fulminates
Rechtsherzversagen kann dabei eine héufig schwerwiegende und lebensbedrohliche
Komplikation sein (Voswinckel, 2012). Patienten mit klinisch manifester PH haben eine
erhohte Morbiditdit und Mortalitit (Benza, 2010). Eine PH liegt vor, wenn der mittlere
pulmonale arterielle Druck (PAPm) einen Wert > 25 mmHg in Ruhe iibersteigt. (Galie, 2016).
Der PAPm wird mit einer Rechtsherzkathederuntersuchung bestimmt. PAPm-Werte < 20
mmHg gelten als klinische Normwerte. Weitere diagnostische Marker wie der pulmonale-
vaskulire Widerstand (PVR), der pulmonal arterielle Wedge-Druck (PAWP), das
Herzzeitvolumen (HZV) und der diastolische Druckgradient (DPG) finden zur Definition der
PH Verwendung. Bei einer PH liegen die Werte des PVR > 3 Wood-Einheiten (WR), der
PAWP < 15 mmHg, der DPG > 7 mmHg. Alle aufgezeigten Werte werden in Ruhe gemessen.
Die Verwendung und Gegeniiberstellung der verschiedenen diagnostischen Marker lassen eine
hdmodynamische Klassifikation der PH zu (Galie, 2016). Eine spezifische klinische
Symptomatik ldsst sich der PH nicht zuweisen. Allgemeine Symptome wie Kurzatmigkeit,
Synkopen, trockener Husten, Miidigkeit oder Angina pectoris zeigen sich. Treten diese
Beschwerden in Ruhe auf, l14sst dies auf ein fortgeschrittenes Stadium der PH schlieBen. Zudem
kann die Prisenz der Symptome der PH durch andere Krankheitsbilder verdndert oder assoziiert
sein (Humbert, 2009). Bei der korperlichen Untersuchung konnen eine links-parasternale
Pulsationen, ein  dritter = Herzton, ein  pansystolisches  Herzgerdusch  bei
Trikuspidalklappeninsuffizienz und ein Diastolikum bei Pulmonalklappeninsuffizienz
nachgewiesen werden. Im fortgeschrittenen Stadium zeigen sich haufiger ein erhohter
Jugularvenendruck, Aszites, Hepatosplenomegalie, periphere Odeme und kiihle Extremitiiten

(Galie, 2016).

2.5.1 Pathogenese
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Die Pathogenese der PH ist multifaktoriell (Galie, 2016). Eine dauerhafte Vasokonstriktion im
pulmo-vaskuldren GefdBlbett, der Vorgang des pulmonal-vaskuldren Remodelling der
Gefallschichten und Thrombosen in diesen anatomischen Bereich lassen den pulmonal-
arteriellen Druck ansteigen. Diese Verdanderungen finden in allen GefaBwandschichten statt und
werden durch das komplexe Zusammenspiel verschiedener unterschiedlicher Zellarten
innerhalb der GefiaBwandschichten verstiarkt (s. Abb. 6). Hier sind Endothelzellen, glatte
Muskelzellen und Fibroblasten genauso wie Entziindungszellen und Thrombozyten
verantwortlich. Diese Zellen nehmen eine weitere Schliisselfunktion in der Pathogenese der PH
ein (Humbert, 2004). Diese Vorgidnge wiederum vermindern die Gefdf3elastizitdt und das
Gefafllumen. Die Folge ist ein dauerhaft erhohter pulmo-arterieller Druck. Diese dauerhafte
Widerstandserhohung in den Lungengefialen verursacht eine Druckbelastung des rechten
Ventrikels. Im weiteren Verlauf entsteht eine Rechtsherzhypertrophie, das Cor pulmonale
(Rubin, 2006). Die Betroffenen sind in ihrer korperlichen Leistungsfahigkeit eingeschrankt und
die Lebenserwartung ist verkiirzt (Benza, 2010 und Ried, 2014). Die rechtsventrikuldre
Insuffizienz ist eine hiufige, schwerwiegende und oft lebensbedrohliche Komplikation der PH
(Voswinckel, 2012). Das pulmonal-vaskuldre Remodelling betriftt alle Gefda3schichten. Dieser
Vorgang wird als duBlerst komplex angesehen (Humbert, 2004).
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Abbildung 6: Ubersichtsdarstellung der Hauptwege zur Entstehung pathologischer
Verdanderungen der PH mit Aufschliisselung der Therapieoptionen (Humbert, 2004)

2.5.2 Therapiemoglichkeiten

Die Therapie der PH erfolgt stufenweise. Erst folgen Basismanahmen, anschlieBend die
Einleitung einer spezifischen PH-Therapie sowie bei Nichtansprechen der bisher
durchgefiihrten Therapie die Erwédgung weiterer Behandlungsmafinahmen (Galie, 2016 und
Humbert, 2004). Zu den BasismaBnahmen zihlen neben der Uberweisung an ein PH-Experten-
Zentrum, u.a. eine Immunisierung gegen Influenza und Pneumokoken, sowie eine
psychologische Betreuung und bei betroffenen Frauen eine Kontrazeption und die
Vasoreagibilititstestung. Diese Basismalnahmen kdnnen um supportive Mallnahmen wie z.B.
Antikoagulation oder Reduzierung der Rechtsherzbelastung mit Diuretika ergdnzt werden.
Hierbei sollte stets der individuelle Patientenstatus ausschlaggebend fiir die Wahl der Breite
der unterstiitzenden Maflnahmen sein. AnschlieBend kniipft sich die spezifische Behandlung
der PH an. Diese erfolgt mit diversen Medikamenten. Grundlegend unterscheidet sich die
Therapie zwischen sog. ,,Respondern®, also Patienten, die ein gutes Ansprechen auf den
hochdosiert-verordneten Kalziumkanalblocker haben und Patienten mit zugelassenen PH-
Medikamenten. Zur medikamentosen Therapie stehen eine Vielzahl unterschiedlicher
Medikamente zur Verfligung. Eine Monotherapie wird primédr empfohlen (Galie, 2016).
Kalziumkanalblocker sind Substanzen, die selektiv den spannungsabhédngigen Einstrom von
Calcium durch den L-Typ-Calciumkanal blockieren und weitere Calciumkanidle nicht
beeinflussen. Der L-Typ-Calciumkanal ist im menschlichen Organismus in der glatten
Muskulatur und kardiovaskuldren System vorhanden. Der L-Typ-Calciumkanal, der bei
Depolarisation der Zellmembran einen langsamen Calciumeinstrom in die Zelle ermoglicht, ist
essentiell fiir die elektromechanische Kopplung (Lang und Lang, 2007). Angewendete
Kalziumantagonisten sind Dihydropyridine, Benzothiazepine und Phenylalkylamine.
Patienten, bei denen die Vasoreagibilititstestung klinisch aufféllig ausfillt, konnen
nachgewiesener Maflen von dieser Kalziumkanalblockertherapie durch eine Zunahme der
kardio-pulmonalen Leistungsfdahigkeit profitieren (Galie, 2016 und Hoeper, 2004). Die
Prostanoide ist eine weitere Wirkstoffklasse, die zum Einsatz kommt. Der Wirkstoff
Prostazyklin wird von der Cyclooxygenese aus Arachidonsdure synthetisiert. Wirkziel sind
zellmembrangebundene [P-Rezeptoren, die liber G-proteine eine Vasodilatation in den

Lungengefdfien vermitteln und somit den erhéhten Pulmonaldruck reduzieren (Humbert, 2004).
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Angewendete Medikamente sind hierbei Epoprostanol, [loprost oder Treprostinil (Galie, 2016).
Weiter kommen Endothelinrezeptorantagonisten und PDE-5-Hemmer zum Einsatz. Diese
beiden Medikamtenklasse werden in der Monotherapie der Behandlung der PH eingesetzt und
sind Gegenstand dieser Untersuchung. Stimulatoren der Guanylatzyklase und IP-Rezeptor-
Agonist zdhlen zu den neueren Medikamenten. Hierbei findet Riociguat und Selexipag (oral)
Anwendung. Sie sind in den aktuellen Leitlinien zur Behandlung der PH neu aufgelistet (Galie,
2016). Nach eingeleiteter Therapie ist eine regelmaBige Kontrolle indiziert. Erfolgt unter der
eingeleiteten Therapie kein adaquites Therapieansprechen, eine Verschlechterung der
klinischen Untersuchungsbefunde oder eine Verschlechterung der Risikoeinschitzung, wird die
Therapie um weiterfilhrende MafBnahmen ergdnzt. Hierbei stehen verschiedene
Kombinationstherapien  (bis zur  sequentiellen  Dreifachkombination), der als
monotherapiegefiihrten Medikamente zur Wahl. Hierbei handelt es sich derzeit um Oftf-Label-
Use-Anwendungen, deren Wirkungsweise und Folgen klinisch nicht abzuschétzen sind.
Weitere Therapieoptionen stellen intensivmedizinische = Behandlungsansitze, eine
Lungentransplantation oder als duerste Moglichkeit die Ballonatrioseptoosteomie dar (Galie,

2016).

2.6 Vasoaktive Peptide

Vasoaktive Peptide nehmen in der Entstehung der PH eine Schliisselreihe ein und ihr Wirkort
ist das GefdBBendothel (Humbert, 2004). Zu diesen vasoaktiven Peptiden zdhlen u.a.
Prostacycline, Stickstoffmonoxide und Endotheline. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei
der Regulation der Weite der Gefédlle und sind daher Ausgangspunkt vieler Medikamente. Eine
grofle Anzahl an vasoaktiven Stoffen ist bekannt. So konnten hier im Verlauf eine Menge
weitere Stoffe aufgezdhlt und erldutert werden (Lang und Lang, 2007). Allerdings wird im
Folgenden ausschlieBlich auf die fiir die durchgefiihrte Studienuntersuchung relevanten

vasoaktiven Peptiden eingegangen.

2.6.1 Endothel

Das Endothel kleidet das Herzinnere und die Gefidl3e aus. Es besteht aus einer einzigen flachen
Endothelzellschicht (Tennant und McGeachie, 1990). Es dient einer Vielzahl struktureller,
immuner und hdmostatischer Aufgaben. So ist es am Stofftransport, der Tonusregulation der
glatten Muskelzellen und in diversen pathophysiologischen Prozessen involviert (Moncada und

Higgs, 2006). Je nach Funktion kann das Endothel unterschiedlich aufgebaut sein:

14



kontinuierlich, gefenstert oder diskontinuierlich (Benett, 1959). Endothelphdnotypen
unterscheiden sich nicht nur in Organsystemen und Lebewesen, sondern auch innerhalb direkt
aufeinanderfolgender Gefdlabschnitten. Unabhingig vom hdmodynamischen Einfluss
produzieren arterielle und vendse Endothelzellen unterschiedliche Botenstoffe und Mediatoren.
So unterscheiden sich die Endothelzellen in ihrer Morphologie, Antigenprisentation,
Mediatorenfreisetzung und in ihrer Stressreaktion (Aird, 2003). Eine Untersuchung zur
Plastizitit zeigt, dass Endothelzellen nicht auf organspezifische Phénotypen angewiesen sind.
Dies gilt auch hinsichtlich ihrer arteriellen-vendsen Differzenzierung. So haben sich in
Hiithnerembryonen transplantierte Arterien und Venen an das Genexpressionsprofil ihres
Gegenspielers anpassen konnen. Arterielle Endothelzellen kolonisierten Venen und umgekehrt
(Moyon, 2001 und Othman-Hassan, 2001). Dies zeigt, dass sich Endothelzellen genetisch an
hdmodynamischen Verdnderungen anpassen konnen und ein hohes Mal} an Plastizitét besitzen
(le Noble, 2005).

Die Endothelzellen sind polygonal und kdnnen in Blutflussrichtung verldngert sein. Sie messen
eine Lange von 25 pm und sind 15 pm breit (Moncada und Higgs, 2006). Sie produzieren
vasoaktive Peptide. In der Regel sind in Arterien endothelabhingige Relaxationen starker
ausgepréagt als in den entsprechenden Venen (Seidel und LaRochelle, 1987). Sie reagieren gut
auf Nitrovasodilatoren. Somit scheinen die endothelabhingigen Reaktionen durch das Endothel
selbst und nicht durch den glatten Muskel bestimmt zu werden (Moncada und Higgs, 2006).
Das Endothel reguliert daher durch seinen lokalen Einfluss die Funktion der glatten
Muskelzellen. Eine enge Verbindung zwischen Endothelfunktion und glatter Muskelzellen
scheint vorzuherrschen. So sorgt das Endothel bei physiologischen Bedingungen durch die
Freisetzung verschiedener Mediatoren fiir einen konstanten GefdB3tonus und verhindert eine
Proliferation glatter Muskelzellen. Treten pathologische Verdnderungen auf, wird das Endothel
aktiviert und sezerniert vasoaktive Stoffe (Giaid, 1993). Desweiteren hat Endothelin einen
Einfluss auf andere Gewebearten. So hat es einen nachgewiesenen Effekt vor allem auf

Fibroblasten und andere Bindegewebszellen (Muldoon, 1990).

2.6.2 Endotheline

Ihr Vorkommen wurde erstmals 1988 beschrieben (Yanagisawa, 1988). Produziert werden sie
von endothelialen Zellen und anderen Zellen wie Neurone und Epithelzellen (Lang und Lang,
2007). Zur Endothelinfamilie z&hlen drei Isopeptide: ET1, ET2 und ET3. Die Endotheline

werden aus einem Vorldufermolekiil, dem Proendothelins (Prepro-ET), synthetisiert. Es setzt
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sich aus 212 Aminosduren zusammen. Nach Spaltung dieses Vorldufermolekiils erhédlt man das
Proendothelin (Pro-ET). Es besteht aus 38 Aminosduren und wird als grof8es Endothelin (big
ET) bezeichnet. Durch weitere Spaltung durch das Endothelin-konvertierte Enzym (ECEs)
entsteht das aus 21 Aminosdure bestehende Endothelin. Alle drei Isopeptide bestehen aus 21
Aminoséduren. Sie werden durch verschiedene Gene kodiert und kommen in unterschiedlichen
Gewebearten vor (Remuzzi, 2002). ETs haben eine Vielzahl physiologischer und
pathologischer Funktionen (s. Abb. 7). Physiologisch bewirken sie {iber einen intrazelluldren
Kalziumanstieg eine Vasokonstriktion und hemmen die Vermehrung der glatten Muskelzellen
(Giaid, 1993). Pathologische Vorgdnge werden durch ETs induziert. So sind sie an der
Induktion fiir Gewebshypertrophien, v.a. in Fibroblasten und in vaskuldren glatten
Muskelzellen, beteiligt (Yang, 1999 und Muldoon, 1990). In den beiden vorherigen Zellarten
induzieren ETs in Abhédngigkeit von ihrer Konzentration im Blut eine Zellproliferation
(Cambrey, 1994) und sind auch an Entziindungsreaktionen beteiligt. Sie erhohen dabei die
Gefallpermeabilitdt, stimulieren zytokinproduzierende Zellen (z.B 1L6), aktivieren
Entziindungszellen (Neutrophile und Mastzellen) und verdndern die Blutgerinnung (gesteigerte
Plattchenaggregation) (Helset, 1996). Als Folge konnen Endothelzellverletzungen, vor allem
im Lungenkreislauf resultieren (Browatzki, 2000). Das Endothelin-1 wird als besonders stark
vasoaktiv beschrieben (Dhaun, 2007). Es ist ein hundertfach potenterer Vasokonstriktor als
Epinephrin (Yanagisawa, 1988) und wirkt nach Aktivierung an zwei Endothelinrezeptoren:

dem Endothelin ETA Rezeptor und Endothelin ETB Rezeptor.
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Abbildung 7: Ubersichtsabbildung Endotheline: iiber Regulation der ET-Synthese,
intrazelluldre Wirkweise und Rezeptormodulation (Remuzzi, 2002)

2.6.3 Endothelinrezeptoren

Sie kommen in unterschiedlichen Organen und Geweben vor. Diese Endothelinrezeptoren
nehmen bei der Entstehung der pulmonalen Hypertonie, arteriellen Hypertonie, Atherosklerose
und Entziindungsreaktion inclusive der Nozizeption eine Schliisselrolle ein (Waldiceu, 2009).
Beiden Rezeptoren werden unterschiedliche physiologische Aufgaben zugeschrieben (Hirata,
1993). In den KoronargefiBBen treten beide Rezeptorarten auf. Hier rufen sie eine
Vasokonstriktion hervor. In der Lunge werden sie in den PA beschrieben. Hierbei sorgen beide
Rezeptoren fiir eine Vasokonstriktion (Dhaun, 2007). Der ETA-Rezeptor wird von den
vaskuldren glatten Muskelzellen und Fibroblasten exprimiert. Bindet ET-1 an den Rezeptor, so
wird eine Vasokonstriktion hervorgerufen (Ldsch, 2005). Neben der Vasokonstriktion kann der
ETA-Rezeptor eine Zellproliferation hervorrufen (Hirata, 1993). Der ETB-Rezeptor wird von
vaskuldren glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen exprimiert.
Bindet ET-1 an den Rezeptor, so wird entweder eine Vasokonstriktion oder eine Vasodilatation
hervorgerufen (Losch, 2005). Zudem ist der ETB-Rezeptor fiir die Beseitigung von ET-1 aus
dem Blutplasma verantwortlich (Dupuis, 1996). Aktivierte ETB-Rezeptoren im Endothel

stimulieren die Stickstofffreigabe und Prostzyklinsynthese, Stoppen die Apoptose, inhibieren
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die ECEs-Expression in Endothelzellen und spielen eine Schliisselrolle in der ET-abhéngigen
Vasodilatation. (Hirata, 1993 und Shichiri, 1997 und Clozel, 2005). ETB-Rezeptoren sind auch
an proinflammatorischen Vorgéngen beteiligt. Bindet ET an ihnen auf Monozyten, sind sie an
deren Synthese proinflammatorischer Mediatoren wie TNFalpha, beteiligt (Jiirgens, 2008).
Verschiedene Tiermodelle beschreiben eine Verbindung der beiden Endothelrezeptoren
zueinander in bestimmten Krankheitsstadien bzw. bei pathologischen Verdnderungen
(Cardozo, 1997). So kann bei Rezeptorblockaden der nicht betroffene Rezeptor die Funktion
des anderen Rezeptors libernehmen: Wird der ETA-Rezeptor selektiv blockiert, iibernimmt der
ETB-Rezeptor dessen Funktionen (Cardozo, 1997 und Fukuroda, 1994). Daher miissen beide
Rezeptoren blockiert werden, wenn man die Funktion gesamtes Zellsystem ausschalten mochte.
Die Auswirkungen auf die cross-talk-Verbindungen sind nicht genau bekannt: blockiert man
beide Rezeptorenarten, weil man nicht, ob sich diese Blockade synergisch oder additiv
auswirkt im Vergleich zur Blockierung einer Rezeptorenart (Lui, 1996). Beide
Endothelinrezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren der Rhodopsin Klasse A mit
siecben Transmembranproteinen (Lagerstrom und Schioth 2008). Sie &dhneln in ihrem
strukturellen Aufbau dem GABA-Rezeptor und beide Rezeptoren sind Heterodimere. Hierin
liegt die Erkldrung der cross-talk-Verbindungen und der Adaptionsfunktion v.a. des ETB-
Rezeptors. Derzeitige Untersuchungen zeigen, dass beide Endothelrezeptoren funktionelle
Heterodimerformen ausbilden (Harada, 2002). Unterstiitzt wird diese Annahme durch die
bivalente Ligandenformation des ET-1. Dies ermdglicht die Bindung sowohl an ETA- als auch
den ETB-Rezeptors. Sein N-terminales Ende bindet dabei am ETA-Rezeptor, sein C-terminales
Ende bindet am ETB-Rezeptor. Zudem ermdoglichen funktionelle Heterodimere den
synergischen Effekt zwischen beiden Rezeptoren (Gregan, 2004). Die Dichteverteilung beider
Rezeptoren variiert je nach Gewebsart und kann durch pathologische Prozesse und Krankheiten
verdndert sein. Daher ist keine einheitliche Folgerung moglich, wie und auf welchem Gewebe

der jeweilige Rezeptor durch den Einfluss von ET-1 verteilt ist (Davie, 2002).

3.6.4 Endothelinrezeptorantagonist Bosentan

Das Medikament Bosentan ist ein dualer Antagonist beider Endothelinrezeptoren (Remuzzi,
2002). Es findet Anwendung zu Behandlung der PH. In Arterien und Venen bewirkt es eine
Vasodilation (Dumont, 2001 und Ried, 2013). So war nach Bosentangabe der erh6hte Druck in
den PA anndhrend im Normbereich und pathologische GefaBverdnderungen im pulmonalen

Gefallbett zeigten sich regredient. Zudem hat es einen positiven Effekt auf das vaskulédre
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Remodelling. Bosentan schiitzt PA vor diesen GefdBverdnderungen. Es unterbindet die
vaskuldre Hypertrophie und iibt einen positiven Effekt auf die Vorbeugung der Verdickung der
Tunica Media aus (Rondelet, 2003 und Chen, 1995). In tierexperimentellen Studien zeigte sich
ein Einfluss von Bosentan auf Entziindungsreaktionen. So konnte eine Reduzierung der
Inflammation im Rattenmodell nachgewiesen werden. Eine iatrogene Entziindungsreaktion in
der Trachea von Ratten wurde hervorgerufen. Bei Ratten, die eine Vorbehandlung mit Bosentan
erhielten, fiel die Entziindungsreaktion im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert aus (Finsnes,
1997). Allerdings sind bis heute die systemischen Wirkungen auf den humanen Gefaf3tonus und

das Entziindungssystem nach Bosentangabe nicht bekannt (Trow und Taichman, 2009).

3.6.5 PDE-5-A-Enzym und PDE-5-A-Hemmer

Das PDE-5-A-Enzym wird in verschiedenen Geweben und Organen des Menschens exprimiert.
Dabei spielen die Lunge und die glatten Muskelzellen eine wichtige Rolle (Fiorito, 2013). Es
wird intrazelluldr auf mRNA-Ebene verstoffwechselt, sodass man hier nicht von einem
Rezeptor sprechen kann. Hierbei handelt es sich um ein Targetenzym. In klinischen
Anwendung der PH-Therapie kommen PDE-5-A-Hemmer zum Finsatz. Hier ist das
Medikament Sildenafil federfiihrend. Es wirkt durch Hemmung der Phosphodiesterase-5. Es
kommt hierbei nicht zur Phosphorylisierung, dadurch wird PDE-5-A nicht in den Zellen
verstoffwechselt. Eine Vasodilatition ist die Folge (Humbert, 2004).

2.7 Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe

Die Arbeitsgruppe unter der Leitung von Professor Dr. med. H-S. Hofmann und PD Dr. med.
M. Ried hat sich mit dem Thema der PH auseinandergesetzt und verschiedene in-vitro Studien
durchgefiihrt. Das hierzu verwendete Organbad, in dem die entnommenen Lungengefile
inkubiert werden, ist im Jahr 2011 durch die Arbeitsgruppe als wissenschaftliche
Untersuchungsmethode etabliert worden (Hoenicka, 2011). Zudem zeigte diese Studie erste
Erkenntnisse iiber die Aufteilung und physiologische Wirkungsweise von Endothelin-A und
Endothelin-B Rezeptorenantagonisten. Hierbei zeigt sich, dass diese bei Arterien oder Venen
angewendet, die fiir eine Bypassoperation entnommen werden, einen positiven Einfluss auf die
Vasokonstriktion der Gefdlle haben und den gefiirchteten Vasospasmus dieser Gefdlle deutlich
reduzieren konnen. Somit kommt es nach deren Einsatz bei einer Bypassoperation zu einer

besseren und schnelleren Reperfusion des entsprechenden Herzareals (Hoenicka, 2011).
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Unterschiedliche Medikamente kommen zur Behandlung der PH im klinischen Alltag zum
Einsatz. Vor allem Wirkstoffe aus der Gruppe der Vasodilatatoren, die den Tonus der
betroffenen LungengefidBle reduzieren und somit die Engstellung verringern sollen. In einer
pharmakokinetisch-elektrophysiologischen Untersuchung aus dem Jahr 2014 (Ried, 2014)
wurden zwei Vasodilatatoren, der Phosphodiesterase-5-(PDE-5-A-)Hemmer (Wirkstoff
Sildenafil) und der Endothelin-(ET) Rezeptorantagonist (Wirkstoff Bosentan), die beide auf
unterschiedliche Signalwege fungieren, an isolierten humanen PulmonalgefiBlen in
Kombinationswirkung untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Kombination von Sildenalfil
und Bosentan zu einer stirkeren Verminderung der Kontraktion von Pulmonalgefdf3en
verglichen mit ihrer Einzelapplikation fiihrt. Diese elektrophysiologische Vorarbeit bestitigt
die klinische Beobachtung, dass Patienten mit PH von einer Kombinationtherapie profitieren

konnen (Ried, 2014).

2.8 Studiendesign- und ziel

Bei der Pathogenese der PH nehmen vasomodulierende Faktoren zur Regulation des
Gefalwiderstandes im Lungenkreislauf eine Schliisselrolle ein. PA nehmen dabei eine zentrale
Stellung ein. Phosphodiesterase-5-Inhibitoren  (Sildenafil) und Endothelinrezeptor-
Antagonisten (Bosentan) haben einen kontraktionshemmenden Effekt auf humane PA. Beide
Substanzklassen sind wichtige Bestandteile der leitliniengerechten Behandlung der PH und
werden hierfiir im klinischen Alltag in der Mono- oder Kombinationstherapie eingesetzt (Galia,
2016). Ein GrofBteil der aktuellen Therapieansidtze der PH beruht auf den Erkenntnissen aus
vorwiegend tierexperimentellen oder pharmako-klinischen und elektrophysiologischen
Studien. Allen gemein ist die Beschreibung eines optimalen Behandlungsregimes. In-vitro-
Untersuchungen an humanen Pulmonalgefdflen sind bisher ausstehend. Die Ergebnisse von
Ried et. al (2014) und Hoenicka et. al (2011) unterstreichen die Notwendigkeit einer effektiven
Therapie zur Behandlung der PH. Ziel dieser experimentellen Arbeit ist es daher beide
PulmonalgefdBarten, die PA und PV, mittels histologischer und immunhistochemischer
Methoden zu untersuchen. Es soll der allgemeine Gefdlaufbau der entnommenen
Segmentpulmonalarterien und -Pulmonalvenen (GefdBmorphometrie) deskriptiv beschrieben

(deskriptive Pathologie) und darauf aufbauend die Pulmonalgefiflie auf die beschriebenen
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Rezeptoren (Targetenzymverteilung) mittels molekularpathologischer Anfarbetechnik
untersucht werden, um eine Aussage tiber die Rezeptorverteilung- und dichte in diesen Gefa3en
treffen zu konnen und so ein mogliches immunhistologisches Korrelat zwischen der
Morphologie, Funktion und der Wirkungsweise der beschriebenen Medikamentenklassen
besser beschreiben und verstehen zu konnen. Zentrale Fragestellungen dieser Untersuchung

sind:

a) Wie ist der histologische Aufbau der klinisch unauffilligen und enbloc-entnommenen

Segmentlungengefialle?

Diese Frage stellt den Leitfaden des histologischen Teils der Arbeit dar. Hieraus ergeben sich
die histologische Untersuchungen von klinisch unauffilligen PV und PA zur Beschreibung von
Unterschieden und Gemeinsamkeiten sowie moglichen pathologischen Verdnderungen und
Sichtung moglicher pathologischer Auffélligkeiten. (wie bei KHK, Stichwort: Arteriosklerose,
Remodelling). Zudem soll die Stellung der PV in diesem Kontext ndher untersucht werden, ob
diese GefaBart u.a. fiir kiinftige pharmakokinetische-elektrophysiologische Untersuchungen als

potenzielles Untersuchungsmaterial in Frage kommen kdnnte.

b) Wie ist die Target-Verteilung von Sildenafil und Bosentan in den entnommenen

PulmonalgefdBBen von PH-gesunden Patienten?

Diese Frage stellt den Leitfaden des immunchemischen Teils der Arbeit dar. Auch hierfiir
werden beide GefdBarten untersucht. Diese Untersuchung von PV und PA dient auch zur
weiteren Beschreibung von Gemeinsamkeiten, Unterschieden sowie moglichen pathologischen
Verdanderungen und Sichtung mdéglicher pathologischer Auffilligkeiten zwischen den beiden

Gefalarten.

3. Material und Methoden

3.1 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Zur Durchfithrung der geplanten Versuchsreihe wurden 50 Patienten im Zeitraum von
September 2011 bis Mirz 2016, die sich einer elektiven Lobektomie in der Klinik fiir
Thoraxchirurgie (Krankenhaus der Barmherzigen Briider in Regensburg) oder in der Abteilung

fir Thoraxchirurgie (Universitdtsklinikum Regensburg), unterzogen haben, in die
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Untersuchung eingeschlossen. Patienten mit einer préoperativ diagnostizierten PH sowie
Patienten unter 18 Jahren wurden von der Versuchsreihe ausgeschlossen. Praoperativ mussten
die teilnehmenden Patienten nach ausflihrlicher  Aufkldrung schriftlich eine
Einwillungserklarung/Einverstdndniserkldrung unterzeichnen. Es ergab sich fiir die Patienten
kein erhdhtes perioperatives Risiko, keine verlingerte OP-Zeit oder eine aufwendigere OP-
Methode. Es sind mehrere Abschnitte von klinisch unauftélligen Segmentpulmonalarterien und
Segmentpulmonalvenen aus dem entnommenen Lungenlappen prépariert worden. Eine
Genehmigung der Ethikkommission des Universititsklinikum Regensburg liegt fiir alle
Untersuchungen vor. Im Folgenden wird ein typischer Entnahmeablauf dargestellt: Die
Lobektomien wurden minimal-invasiv (thorakoskopisch) oder konventionell (offen)
durchgefiihrt. Unmittelbar nach Entfernung des Lobektomiepriaparates (s. Abb. 8) werden die
beschriebenen Gefille vorsichtig freiprépariert. Die entnommenen Segmente wurden getrennt
in PA und PV in die dafiir vorgesehenen Rohrchen gelagert (s. Abb. 9). Zuvor wurden die

Rohrchen mit
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Abbildung 8: Lobektomiepréparat

Abbildung

Probenrohrchen

Die Probenréhrchen wurden auf direktem Wege in das Labor der experimentellen Herz-Thorax-
Chirurgie transportiert. Bei Entnahmen aus dem Krankenhaus der Barmherzigen Briider sind
die Proben per Bestelltaxi in das genannte Labor transportiert. Dort anschlieBend aus den
Probenréhrchen entnommen und in Ringe geschnitten (s. Abb 10 bis 12). Ein Teil der Ringe
wurde fiir die Organbadversuchsreihe verwendet. Die zugeschnittenen Ringe wurden in
markierte Schédlchen gegeben, damit spiter eine Unterscheidung zwischen Vene und Arterie

moglich war.
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Abbildung 10:

Abbildung 11: GefdB3schneider

Abbildung 12: Gefdllsegmentringe
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Die Ringe wurden in vierprozentiger Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet.
AnschlieBend erfolgte das Zuschneiden mit dem Paraffin-Mikrotom (Fa. Thermo Science;
Rotationsmikrotom, HM 340 E) mit fiinf um Schichtdicke. Pro Objekttriger wurden
mindestens drei hochstens sechs Ringe der fiinf um dicken GefdB3schnittringe aufgebracht.
Diese Paraffinschnitte wurden fiir weitere histologische und immunchemische Analysen

verwendet. Diese werden in den folgenden Teilen weiter ausgefiihrt.

3.2 Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials

3.2.1 Hiamatoxylin-Eosin-Farbung

Zum Entparaffinieren wurden die Paraffinschnitte zunichst zwei Mal hintereinander fiir zwei
bis fiinf Minuten in Xylol (Fa. VWR, Hannover) gegeben. Anschlieend wurden die Schnitte
zur Rehydratisierung in einer absteigenden Ethanolreihe (2 x 100%, 2 x 96%, 1x 70%) fiir drei
Minuten gewaschen und zweimal mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) gereinigt. In das
zuvor filtrierte Hdmalaun nach Mayer (Firma Merck, Darmstadt) wurden die bearbeiteten
Schnitte fiir zwei Minuten gelegt. AnschlieBend mit VE-Wasser abgespiilt bis keine
Farbriickstdnde mehr sichtbar waren. Die Priparate wurden in einer Salzsidure-Ethanolldsung
(ad 2,7 ml 37 % Salzsédure: 1L 70% Ethanol) gedippt. Danach wurden die Schnitte ordentlich
mit VE-Wasser abgespiilt und mit lauwarmen Leitungswasser fiir zwei Mal fiinf Minuten
gebldut. Danach wurden die Tréager in eine aufsteigende Ethanolreihe (1x 70 %, 1x 96 %) fiir
je zwel Minuten eingegeben. Als weiterer Schritt erfolgt die Gegenfarbung mit Eosin G (Fa.
Merck, Darmstadt) fiir zehn Minuten. Danach wurden die Préparate mit 96% Ethanol gespiilt
und wieder in eine aufsteigende Ethanolreihe (2 x 96 %; 2 x 100%) fiir jeweils zwei Minuten
gegeben. Zum Ende wurden die Féarbungen fiir zwei Mal fiinf Minuten in Xylol gelegt. Das
Eindeckeln der Objekttrager erfolgte mit Entellan (Fa. Merck, Darmstadt). Bei dieser Farbung
imponieren die Zellkerne blau, das Zytoplasma rosa, die Muskulatur pink und die Eryhtrozyten

ziegelrot.

3.2.2 Elastika van Gieson-Firbung

Zum Entparaffinieren wurden die Schnitte zundchst zwei Mal hintereinander flir zwei bis fiinf
Minuten in Xylol gegeben. AnschlieBend wurden die Schnitte zur Rehydratisierung in einer
absteigenden Ethanolreihe (2 x 100%, 2x 96 %, 1 x 70 %) fiir drei Minuten gewaschen und mit
VE-Wasser gereinigt. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit Resorcin-Fuchsin nach Weigert
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(Fa. Waldeck, Miinster) fiir acht Minuten. Nach dieser Zeit wurden die Préparate mit Aqua dest.
kurz abgespiilt. Nun wurden die Préparate mit der Himatoxylinldsung nach Weigert (Fa. Roth,
Karlsruhe; ad Hamatoxylinlosung A : Hédmatoxylinlésung B) fiir fiinf Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde mit Aqua dest. gespiilt und die Schnitte mit Leitungswasser fiir fiinf
Minuten bewissert. Kurz mit Aqua dest. abgespiilt. Nun wurden die Préparate in die selbst
hergestellte Pikrofuchsinlosung ((insgesamt 300 ml; ad 285 ml geséttigte, wéssrige Pikrinsdure
(Fa. Roth, Karlsruhe): 15ml einprozentige wissrige Saurefuchsinlésung: 0,75 ml konzentrierte
Salzsdure (37% HCL, rauchend)) fiir 15 Minuten inkubiert. Wiederholtes Abspiilen mit Aqua
dest und Eintauchen in aufsteigende Ethanolreihe (2 x 96 %, 2 x 100 %) erfolgte fiir je zwei
Minuten. AbschlieBend wurden die Praparate in Xylol fiir zwei Mal fiinf Minuten gelegt. Das
Eindeckeln erfolgte mit Entellan (Fa. Merck, Darmstadt). Bei dieser Farbung imponieren das

Bindegewebe rot, die Muskulatur gelb, die elastischen Fasern schwarz und die Zellkerne braun.

3.2.3 Resorcin-Fuchsin- und Sirius-Farbung

Die Préparate wurden zum Entparaffinieren zwei Mal hintereinander fiir zwei bis fiinf Minuten
in Xylol gegeben. Anschlieend wurden die Schnitten rehydratisiert (s. oben). Anschliefend
wurden die Priparate in die Resorcin-Fuchsin-Losung (hergestellt s. oben) fiir 20 Minuten in
einem 60 Grad warmen Wasserbad erhitzt. Fiir weitere 10 Minuten abgekiihlt bei
Raumtemperatur. AnschlieBend in 96 % Ethanol differenziert bis der Prédparathintergrund
entfarbt war und die elastischen Fasern schwarz hervortreten. Nun Erfolgte die Inkubation mit
der Himatoxylinlosung nach Weigert (s. oben) fiir drei Minuten bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurden die Priparate mit lauwarmem Wasser fiir zwei Mal fiinf Minuten gebliut.
Nach dem Blduen erfolgte das Waschen mit VE-Wasser. Die Priparate wurden fiir 45 Minuten
in die Picro-Siriuslosung (Fa. Roth, Karlsruhe) inkubiert und anschlieBend zwei Mal mit
angesduertem Wasser (0,5 % Essigsdure ad Aqua dest.) gewaschen. Das angesduerte Wasser
musste gut abgeklopft werden. Nun erfolgte das Inkubieren in Ethanolreihe (3 x 100 %) und
zwei Mal baden in Xylol. Das Eindeckeln erfolgte mit Entellan (Fa. Merck, Darmstadt).

3.2.4 Immunchemische Farbungen

Immunhistochemisch wurden die Targetenzyme ETA, ETB, PDE-5-A und zur Darstellung der
glatten Muskelzellen die Féarbung alpha-smooth-muscle-actin (kurz a-SMA) angefertigt.
Hierzu wurden die in zuvor Paraffin eingebetteten Immunschnitte entparaffiniert. Sie wurden

fiir zwei Mal zehn Minuten in Xylol eingelegt, anschlieend in absteigender Ethanolreihe (2 x
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100%, 2 x 96 %, 1 x 70 %) fiir je finf Minuten eingegeben und mit VE-Wasser fiir zwei Mal
fiinf Minuten abgewaschen. Allen weiteren Farbungen war folgender Fiarbemethodeschritt
gleichsam. Es handelt sich hierbei um spezifische Antigen-Antikorperfarbungen. Nach
Fixierung der Schnitte fiir 15 Minuten in unverdiinntem Aceton erfolgte zum Aufschluss der
Epitope das Kochen in Target Retrieval Solution Citrate ph6 (Fa. Dako, S 2369, Hamburg) und
mit Phosphate Buffered Saline (PBS) wurde mehrmals gewaschen. Zum Blocken
unspezifischer Bindungen wurde jeder Objekttrager mit 100ul Normal Goat Serum (NGS; Fa.
Sigma, Miinchen) betropfelt (1:20 mit PBS verdiinnt) und fiir 20 Minuten inkubiert. Nach
Abklopfen des Serums konnte dann der jeweilige Primérantikorper (s. unten) (100 pl/Schnitt)
aufgebracht werden. Die folgenden primédren Antikorper (s. Tabelle 1) wurden verwendet, um

spezifische Epitope zu detektieren:

Tabelle 1: verwendete Primédrantikorper

Targetenzym Primirantikorper Hindler/Verkaufer
Endothelinrezeptor A polyclonal rabbit anti-human | Abcam
ab117521
Endothelinrezeptor B monoclonal  rabbit anti- | Abcam
human epr7013
Phosphodiesterase-5-A polyclonal rabbit anti-human | Santa Cruz
H-120
a-SMA monoclonal mouse anti- | Sigma
human 1A4, A2547

Dieser hatte sich spezifisch an das Epitop des gesuchten Antigens im Gewebe gebunden. Die
Préaparate wurden erneut fiir eine Stunde inkubiert und anschlieend dreimalig fiir jeweils finf
Minuten in PBS-Losung gespiilt. Im néchsten Schritt wurden die gebundenen priméren
AntikOrper mit einem spezifischen biotinylierten sekundidren Antikérpern markiert (goat-anti-
rabbit, Vektor BA-1000 bei 4 Grad Celsius, K3, 1:300, goat-anti-mouse, Vektor BA-2000 bei
vier Grad Celsius, K3, 1:300) und anschliefend mit einem Avidin-HRP-Komplex (Vectastain
ABC Kit, Vector PK-6100) inkubiert. Durch das Auftragen des Briickenantikdrpers mit
gebundenem Markermolekiil gelang es, die Antigen-Antikorperbindungsstellen und somit die
gebundenen Primérantikorper sichtbar zu machen. Nach dreimaliger Spiilung fiir jeweils finf

Minuten in PBS wurde zur Darstellung der Farbung mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB, Fa.
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Sigma, Missouri) gegengefarbt. Hierzu wurde das 3,3-Diaminobenzidin als Substrat (200
ul/Schnitt) aufgebracht. Es diente der Intensivierung der Antigen- Antikdrperbindung. Nach 15
Minuten Inkubation in einer abgedunkelten Umgebung erfolgte die Spiilung der Préparate mit
reichlich Leitungswasser. AnschlieBend wurden die Objekttriger mit Entellan (Fa. Merck,
Darmstadt) eingedeckelt. Von allen angefertigten Schnitten wurde unter Weglassen des
Primérantikorpers eine Negativkontrolle angelegt, um nicht spezifisch auf den
Primérantikorper zuriickfiihrende Effekte als Referenz zu erfassen. Zudem wurden fiir die

durchgefiihrten immunhistochemischen Priaparatgruppen Positivkontrollen (s. Abb 13 und 14)

angefertigt.
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Abbildung 13 Abbildung 14:
Positivkontrolle ETA-Rezeptorfarbung ETA-Rezeptorfarbung Vene

Bei der beschriebenen immunchemischen Férbetechnik handelte es sich um ein indirektes
Zwei-Schritt-Verfahren. Im ersten Schritt wurde ein spezifischer Antikorper (AK) aufgebracht,
der an das gesuchte Antigen-Epitop bindet. Im zweiten Schritt erfolgte die Auftragung des
Briicken-AK, der sich gegen den Priméar-AK richtet und mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach
Substratzugabe l0ste der in dieser Studie verwendete Enzymkomplex aus Avidin und Biotin
eine Farbentstehung mit Hilfe einer Enzym-Substrat-Reaktion aus. Dies ist ein
hochspezifischer Bindungstest zur Sichtbarmachung der Bindung eines Antikérpers an ein
Antigen, die fest verbunden sind. Avidin ist ein tetrameres Glykoprotein aus Hiihnereiweif3.
Dessen vier Untereinheiten eine sehr hohe Bindungsaffinitéit an Biotin haben. Dadurch wird der
gewiinschte Farbumschlag verstirkt. Die ABC-Technik (= Avidin-Biotin-Technik) findet
regelhaft Anwendung in der Immunhistochemie (s. Abb. 15)
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Abbildung 15: ABC-Methode (Osterwalder 2013)

3.3 PubMed-Recherche

Diese Methode basiert auf einer selektiven Literaturrecherche in PubMed (Blettner, 1997 und
Friedenreich, 1993 und Ressing, 2009). Es wurden hierzu Reviews, randomisierte kontrollierte
Studien, Registerstudien, fallkontrollierte Studien und Fallberichte eingeschlossen.
Gegenstand/Fragestellung dieser Literaturrecherche war die Suche nach Daten, die zur
Beschreibung der GefaBmorphometrie von Segmentallungengefdlen (PA und PV), die nicht
anhand von Lungengewebsschnitten histopathologisch oder/und immunhistochemisch
untersucht wurden sind, sondern isoliert untersucht wurden. Als Datenbank wurde PubMed
ausgewahlt. Angeleitet und unterstiitzt wurde diese Literraturrecherche durch Herrn Dr. Helge
Kniittel, Fachreferent aus der Universitétsbibliothek Medizin Uni Regenburg. Die Suchbegriffe
waren: ,,pulmonary hypertension®, ,pulmonary artery*, ,pulmonary veins®, ,histology*.
Hierbei kamen die Boole’schen Operatoren zum Einsatz (Reitemeier, 2006). Die Suchstrategie
wurde durch das in PubMed zur Verfiigung stehende MeSH, ,,Medical Subject Headings*
unterstiitzt. Das Ergebnis der Suche waren 458 Treffer. Daher wurde der Zeitraum der Suche
auf Ergebisse der letzten 10 Jahre festgelegt, von 2007 bis 2017. Hierbei zeigten sich noch 126
Treffer(Stand11.08.2017,15.56Uhr,feed:https://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/erss.cgi?r
ss_guid=1-1IHUQr EQh7LW8wS5ym7zInQly YrSP7m09lhwJwPrkXiu3BQ5p).

Hierzu wurden die Abstracts systematisch nach der festgelegten Fragestellung durchgearbeitet.
In keiner der bis zu diesem Zeitpunkt verdffentlichten Arbeiten konnte eine
Gefallmorphometriebeschreibung von Segmentalpulmonalgefidlen, die enbloc untersucht

worden sind, als Treffer verzeichnet werden. Daher nehmen wir zum aktuellen Zeitpunkt der
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Untersuchung an, dass bisherige wissenschaftliche Veroffentlichtungen bzw. Erkenntnisse zu
dieser Fragestellung unter Beriicksichtigung der in dieser Untersuchung angewendeten

histologischen und immunchemischen Methoden ausstehend sind.

3.4 Auswertung

Die Auswertung der angefertigten immunhistochemischen Schnitte erfolgte semiquantativ.
Hierzu wurden die Pridparate von zwei unabhingigen Untersuchern lichtmikroskopisch
ausgewertet. Die Proben waren verblindet, lediglich die GefdBart war bekannt. Beide
Untersucher hatten eine Ubereinstimmung von 92%. 15 % der randomisierten Schnitte wurden
von einem erfahrenem Pathologen re-evaluiert, um die interindividuellen Unterschiede der
einzelnen Beobachter hinsichtlich des Ergebnisses zu analysieren. Die lichtmikroskopische

Auswertung erfolgte mit dem Leica Mikroskop DM RBE (Bensheim, Deutschland).

3.4.1 Dekriptive Anatomie und Pathologie

Aufgrund der Ergebnisse der in Pubmed durchgefiihrten selektiven Literaturrecherche mit der
Fragestellung nach der GefaBmorphometrie von enbloc entnommenen Segmentlungengefa3en
zeigten sich wenige bis keine Vergleichsarbeiten. Dies liegt zu einem anhand der oben
beschriebenen Entnahmemethode, d.h. enbloc gewonnenen Gefile. Zum anderen an der
Entnahme von reinen Segmentpulmonalgefdfen und die damit verbundenen Untersuchungen
auf die Dbereits aufgefilhrten Rezeptoren. Um eine moglichst aussagekriftige
Auswertungsgrundlage zur Beschreibung der Rezeptorenverteilung und -dichte erstellen zu
konnen, wird fiir diesen Teil der Arbeit das Auswertungsinstrument der deskriptiven Anatomie
und dekriptiven Pathologie verwendet. Die Methodik der deskriptiven Anatomie zeichnet sich
durch die reine Strukturbeschreibung makroskopischer und mikroskopischer Befunde des
menschlichen Korpers aus (Anderhuber, 2012). In dieser Untersuchung diente sie zur Erfassung
der entnommenen GefaBstrukturen. Sie soll als Grundlage fiir die Erfassung der weiteren
Beschreibung und Auswertung der histologischen und immunchemischen Préparate dieser
Untersuchung dienen und einen Zusammenhang der funktionellen, topographischen und
systematischen Aspekte ndher beschreiben (Kohlbach, 2007). Die Methodik gilt als klassisches

Auswertungsinstrument und findet auch noch in heutigen Untersuchungen stets Anwendung.

3.4.2 Konventionelle Histologie
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Die entnommenen Segmente wurden im Labor standardisiert nach etablierten Protokoll
verarbeitet (s. oben). Fiir den Teil der konventionellen Histologie wurden die Farbungen
Héamatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE), Elastika van Gieson-Farbung und Resorcin-Fuchsin sowie
Sirius-Farbung verwendet. Um Pathologien und Verdanderungen der GefaBmorphometrie der
entnommenen Lungensegmentgefdlle erkennen und als solche abgrenzen zu konnen, wird der
histologische Aufbau gesunder Arterien vom Muskularistyp und Venen vom Mitteltyp als
Referenz verwendet. Der histologische Aufbau der ausgewédhlten Referenz-Gefélle ist in der
Einleitung dieser Arbeit zu finden. Die Untersucher haben die Anschnitte in zehner, 20er und
40er UbersichtsvergroBerung betrachtet. Untersucht wurden ausschlieBlich (Halb-)Ringe. Es
wurden pro Objekttrager drei willkiirliche (Halb-)Ringe ausgewertet.

3.4.3 Auswertung der Immunhistochemie

3.4.3.1 Bestimmung der Rezeptorenverteilung und -dichte

Die entnommenen Segmente wurden im Labor standardisiert nach etablierten Protokoll
angefertigt (s. oben) und die immunchemischen Farbungen: ETA, ETB, PDE-5-A-Enzym und
a-SMA angefertigt. Die Ergebnisse der histologischen Auswertung und die damit untersuchte
GefaBmorphometrie der entnommenen Gefdf3e bildeten die Grundlage der immunchemischen
Auswertungsreihe. Die immunchemischen Farbungen sind von zwei unabhingigen
Untersuchern semiquantitativ ausgewertet worden. Die Priparate waren verblindet, lediglich
Féarbeart und GefdBart waren den Untersuchern bekannt. Beide Untersucher hatten eine
Ergebnisiibereinkunft von 89 %. Eine Re-evaluation durch einen erfahrenen Pathologen fand
fiir 20 % der randomisierten Félle statt. Sie diente der Unterscheidung der interindividuellen
Ergebnisse zwischen den beiden Untersuchern. Die Auswertung erfolgte mit dem Mikroskop
Axiovert 135 (Fa. Zeiss, Jena). Simultan wurden stets die Negativkontrollen beurteilt. Bei
fehlender Hintergrundaktivitit wurde mit der Auswertung begonnen. Ausgewertet wurden pro
Objekttrager drei zufidllig bestimmte, repriasentative (Halb-)Ringe. Diese wurden mit dem
zehner Objektiv bestimmt, anschlieBend mit dem 40er Objektiv ausgewertet. Mit dem 40er
Objektiv wurde innerhalb eines (Halb-)Ringes ein reprisentativer Ausschnitt aus diesem
bestimmt. Hierbei lag das Augenmerk auf der GefaBmorphometrie des zu untersuchenden
Gefilles, d.h. die einzelnen Gefdl3schichten wurden bestimmt und anhand des modifizierten
Auswertungsschemas bewertet, sodass fiir jede einzelne Gefal3schicht (Tunica Intima, Tunica

Media, Tunica Adventitia) ein Punktwert fiir die Rezeptorendichte zwischen 0 und +++
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bestimmt worden ist. Der Mittelwert fiir die einzelnen Gefiafschichten diente als Mal} fiir die

Rezeptordichte. Hierzu wurde folgende Tabelle (s. Tabelle 2) verwendet:

Tabelle 2: Auswertungstabelle Immunhistochemie GefdB3schicht

Préparatnr.: Gefalschicht:

Score Kriterium Interpretation

0 <10 Zellen/Gesichtsfeld Keine Farbung

+ 10 — 20 Z/GF Schwache Farbung
++ 20- 29 Z/GF Mittlere Farbung
-+ >30 Z/GF Starke Farbung

3.4.3.2 Bestimmung der Rezeptorenpositivitiit
Im Verlauf der weiteren Auswertung wurden die Daten der einzelnen Untersuchungen zur
Bestimmung der Rezeptorendichte der einzelnen Gefal3schichten weiterverwendet. Hier war

die Anpassung der Werte auf romischen Zahlen notwendig, hierbei gilt:

0=0;+=1;++=2;+++=3

Mit den romischen Zahlen wurde fortan ausgewertet. In der Summe erhielt jeder untersuchte
Halb-(Ring) einen Punktewert fiir die Tunica Intima, Tunica Media und die Tunica Adventitia.
Diese Mittelwerte der einzelnen Gefdf3schichten wurden in einem weiteren Auswertungsschritt
addiert. Die Summe hieraus soll das Mall der Rezeptorenpositivitit fiir die entsprechende
GefaBart auf dem jeweiligen Objekttrager erfassen. Hierbei handelte es sich um eine
Auswertung der Rezeptorenverteilung unter Hinzunahme der GefdBmorphometrie. Es ergab

sich ein eigenskonzipierter Auswertungsscore mit dem Namen L-A-D-Score.

2.4.3.3 L-A-D-Auswertungsscore

Das Auswertungsschema orientiert sich an den Score zur Quantifizierung des
Hormonrezeptorgehalts nach Remmele und Stegner. Hierbei wird die Farbintensitdt sowie die
Anzahl der positiven Zellen im Prédparat bestimmt. Die beiden Ergebnisse werden anschlielend
miteinander multipliziert und man erhilt den immunreaktiven Score (= IRS) (Remmele und
Stegner, 1987). Im Folgenden wird ein Beispiel der Anwendung des IRS aufgezeigt (s. Tabelle
3):
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Tabelle 3: IRS-Score Anwendungsbeispiel (nach Remmele 1987)

Farbeintensitat Anteil positiver Tumorzellen max. Wert

o
]

keine Farbereaktion 0 = keine positiven Zellen

-
]
-
]

schwache Farbereaktion < 10% positive Zellen

2 = maRige Farbereaktion 2 = 10 - 50% positive Zellen 3x4=12
3 = starke Farbereaktion 3 = 51 - 80% positive Zellen
4 = > 80% positive Zellen

Beispiel: starke Expression von Ostrogenrezeptoren in ca. 60% der Tumorzellen: 3 x 3 = IRS 9

In dieser Arbeit diente der IRS als Basis und wurde in modifizierter Form angewendet. Zur
Bestimmung des L-A-D-Scores wurde hierzu zuerst fiir jede einzelne Gefdlschicht ein
Punktwert zwischen 0 und 3 bestimmt und jeder untersuchte Halb-(Ring) erhielt einen

Punktewert fiir die Tunica Intima, Tunica Media und die Tunica Adventitia (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: zweiter Teil des Auswertungsscores

Praparatnummer:

Tunica Intima Tunica Media Tunica Adventitia Rezeptorpositivitét

In einem weiteren Auswertungsschritt wurden die einzelnen Punktwerte summiert, sodass man
fiir die jeweilige GefdBart auf dem Objekttrager ein MaB fiir die Rezeptorenpositivitét erhielt.
Somit lieB sich eine Verteilung der Rezeptorenintensitit/dichte unter Beriicksichtigung der
Gefallmorphometrie bestimmen und eine Aussage iiber die Rezeptorenverteilung im Gesamten
zu untersuchenden Gefall treffen. Dieser Score kann womdglich als histo-pathologisches
Werkzeug zur differenzierten Einschédtzung des Ausmalles der Medikamentenwirkung von
Bosentan und Sildenafil auf die Tonusregulierung der Lungengefia3e dienen. Zudem lésst sich
mit Unterstiitzung dieses Scores eine mogliche Tendenz zur Entwicklung einer
Medikamentenresistenz gegeniiber der beiden aufgezdhlten Medikamentenklassen ableiten.
Dies kann vor allem helfen, Krankheitsverldufe der PH und Medikamentenwirkungen von

Bosentan und Sildenafil besser bewerten und verstehen zu konnen. Daraus lassen sich
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wiederum ggf. neue Therapieansitze ableiten und somit konnte der Krankheitsverlauf

moglicherweise positiv beeinflusst werden.

3.5 Materialien

3.5.1 Chemikalien und Reagenzien

Entallan

Eosin G

Essigsdure

Ethanol

Gesittigte, wissrige Pikrinsdure
Héamalaun
Hamatoxylinlésung A
Héamatoxylinlosung B

HCL (37%)

KH2PO4

NaCl

Na2HPO4

NaOH

Natriumacetat

Normal Goat Serum
Paraformaldehyd
Picro-Siriuslésung
Resorcin-Fuchsin n. Weigert
Triton

Xylol

3.5.2 Verbrauchsmaterial und Kits
DAB

Deckgliaschen, Glas 12 mm
Deckgliaschen, Glas 22 mm
Deckglischen, Glas, 24 x 60 mm
Glaspipetten
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Merck, Darmstadt, D.
Merck, Darmstadt, D.
Merck, Darmstadt, D.
Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, D.

Merck, Darmstadt, D.
Roth, Karlsruhe, D.

Roth, Karlsruhe, D.

Roth, Karlsruhe, D.

Roth, Karlsruhe, D.

VWR, Darmstadt, D.
Merck, Darmstadt, D.
Merck, Darmstadt, D.
Sigma/Merck, St. Louis, USA
Sigma/Merck, Miinchen, D.
Merck, Darmstadt, D.
Roth, Karlsruhe, D.
Waldeck, Miinster, D.
Sigma, St. Louis, USA
VWR, Hannover, D.

Sigma, Missouri, USA
VWR, Darmstadt, D.
VWR, Darmstadt, D.
Roth, Karlsruhe, D.
VWR, Darmstadt, D.



Handschuhe, Latex

Kiivetten, Plastik 1ml
Objekttrager, Glas 76 x 26 mm
Objekttrager, steril SLIDEFLASK
Petrischalen; Plastik 10 cm
Petrischalen, Plastik 6¢cm
Pipettenspitzen, Plastik
Reaktionsgefdl3 15 ml
Reaktionsgefdll 50 ml
Rohrchen Sml

Sterilfilter, 0,22 pum

Target Retrieval Solution Citrate pH 6 S 2369

Vectastatin ABC Kit Vektor PK-6100

Zellschaber

3.5.3 Geriite und Software

Autoklav Varioclav Damsterilisaton

Dispensiersystem Multiple plus
pH-Meter 766 Calimatic

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Waage BL1500S

Mikropipette LABMate 100 — 1000 pl
Mikropipette LABMATE 20 — 200 pl
Mikropipette LABMATE 2 — 20 pl
Mikropipette PIPETMAN 0,2 — 2 pl
Mikroskop Axiovert 135

Mikroskop Leica Mikroskop DM RBE
Paraffin-Mikrotom HM 340 E
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Kimberley-Clark, Irving, USA
Sarstedt, Niimbrecht, D.
R.Langenbrinck, Emmendingen, D.
Nunc, Roskilde, DK

Sarstedt, Niimbrecht, D.

Sarstedt, Niimbrecht, D.

Sarstedt, Niimbrecht, D.

Sarstedt, Niimbrecht, D.

Sarstedt, Niimbrecht, D.

Sarstedt, Niimbrecht, D.

VWR, Darmstadt, D.

Dako, Hamburg, D.

Vector Laboratories, Peterborough,
UK

Sarstedt, Niimbrecht, D.

H + P
Oberschleiflheim, D.

Labortechnik,

Eppendorf, Hamburg, D.

Knick, Berlin, D.

Integra Bioscience, Dietikon, CH.
Sartorius, Gottingen, D.
LABMATE, Hertfordshire, UK.
LABMATE, Hertfordshire, UK.
LABMATE, Hertfordshire, UK.
Gilson, Middleton, USA

Zeiss, Jena, D.

Leica, Bensheim, D.

Thermo Fisher Science, Waltham,

USA



Sterilbank Hera safe Heraeus Instruments

Sterilbank Laminair Heraeus Instruments

3.5.4 verwendete Antikorper

3.5.4.1 Primirantikorper

Tabelle 5: Primérantikorper

Heraeus Holdings, Hanau, D.

Heraeus Holdings, Hanau, D.

epr7013, 1: 2000

Targetenzym Primirantikorper/Verdiinnung | Hindler/Verkiufer

Endothelinrezeptor A polyclonal rabbit anti-human | Abcam, Cambridge, UK
ab117521, 1: 1000

Endothelinrezeptor B monoclonal rabbit anti-human | Abcam, Cambridge, UK

Phosphodiesterase-5-A

polyclonal rabbit anti-human H-

120, 1: 300

Santa Cruz, Dallas, USA

o-SMA

monoclonal mouse anti-human

1A4, A2547, 1: 800

Sigma/Merck, Darmstadt,
D.

3.5.4.2 Sekundirantikorper

Tabelle 6: Sekundirantikorper

Name

Bezeichnung/Verdiinnung

Firma

Biot. goat-anti-rabbit

Vektor BA-1000, K3, 1:300

Sigma/Merck, Darmstadt, D.

Biot. goat-anti-mouse

Vektor BA-2000, K3, 1:300

Sigma/Merck, Darmstadt, D.

3.5.5 hergestellte Losungen

angesduertes Wasser:

Héamatoxylinlosung nach Weigert:

0,5 % Essigsdure ad Aqua dest.

Héamatoxylinlésung

Paraformaldehyd-Vorratslosung (8%):
+ 800 mL Aqua bidest
+ 80g Paraformaldehyd
+ 2 Plattchen NaOH
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+ 200 mL PBS-Gebrauchslosung

Paraformaldehyd-Verbrauchslosung (4%):
> Paraformaldehyd-Vorratslosung

+ 2 PBS-Stammldsung

PBS-Puffer (Stammldsung):
80 g NaCl ad 11,5 g Na2HPO4 ad 2g KCL ad 2 g KH2PO4

PBS-Puffer (Gebrauchslésung):
100 mL PBS-Losung ad 1000 mL Aqua bidest.

PBST-Puffer:
ImL Triton ad 100 mL PBS-Losung ad 1000mL Aqua bidest.

Pikrofuchsinlésung:
ad 285 mL gesittigte, wissrige Pikrinsdure
+ 15 mL einprozentige wissrige Sdurefuchsinlosung

+ 0,75 mL konzentrierte Salzsiure

Salzsdue-Ethanollosung

ad 2,7 mL 37 % Salzsdure : 1L 70 % Ethanol

Alle Pufferlosungen werden mit HCL oder NaOH auf einen physiologischen pH-Wert von 7,4

eingestellt.

3.5.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit Excel 2011 (Microsoft Corp.) Die vorliegenden
Diagramme und Tabellen wurden mit Excel 2011 (Microsoft Corp.) erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Konventionelle Histologie

Die histologischen Préaparate wurden mit dem biokuldrem Mikroskop Axiovert 135 der Firma
Carl Zeiss aus Jena untersucht. Hierfiir wurden die erstellten histologischen Férbungen
ausgewertet. Es handelt sich dabei um GefaBBproben von 50 Patienten. Jedem Patienten wurde
ein Segment einer Pulmonalarterie und Pulmonalvene entnommen. Hierbei ergab sich eine
Anzahl von insgesamt 100 HE-Farbungen und 100 Elastika van Gieson und 100 Sirius mit
Resorcin-Fuchsin-Fiarbungen, die fiir diese Auswertungsreihe mit einbezogen worden sind. Bei
der Untersuchung der Histologie wurde vor allem Augenmerk auf die Beschreibung der
GefaBmorphometrie gelegt. Im Folgenden wird der histomorphologische Aufbau der PA und
PV beschrieben. Die Ergebnisse werden deskriptiv flir die einzelnen Gefalltypen beschrieben.
Die Beschreibungsform orientiert sich an jeweils einer PA und PV. Diese Beschreibung des
Gefidllaufbaus einer PA und PV steht stellvertretend fiir alle untersuchten PA und PV, die einen
kontinuierlichen und homogenen Gefdflschichtaufbau zeigen. Diese konstante
Gefallmorphometrie zeigte sich in 58 % der untersuchten PA und PV. Die Farbungen von PA
und PV zeigten den typischen Aufbau eines Gefdlles mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#)
und Tunica Adventitia (=) (s. Abb. 16 und 17). In der Tunica Media beider GefdBarten befand
sich der hochste Anteil an Kollagenfasern und glatten Muskelzellen.

Abb. 16: HE-Férbung, Arterie, 10 x vergrofBiert

typischer Aufbau eines Geféalles mit Tunica Intima i(*), Tunica Media (#) und Tunica

Adventitia (=)
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Abb. 17: HE-Féirbﬁflg, Vené, 10 x vergroBert

typischer Aufbau eines Gefidlles mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica

Adventitia (=)

4.1.1 Pulmonalarterien

In der lichtmikroskopischen Beurteilung fand sich fiir die PA in der HE-Ubersichtsférbung bei
zehnfacher Vergroferung ein nahezu einheitlicher strukturierter GefaBauftbau mit den
Gefallschichten von luminal ausgehend: Tunica Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia
(s. Abb 18). Zwischen der Tunica Intima und Tunica Media fand sich die wellenférmige
ausgepragte und rosafarben angefdrbte Membrana elastica interna als Trennschicht. Zwischen
der Tunica Media und Tunica Adventitia fand sich die ebenfalls wellenférmig und rosafarbende
Membrana elastica externa. Die Membrana elastica interna ist im Vergleich zur Membrana
elastica externa kompakter strukturiert und erscheint somit im Kaliber ausgeprégter. Eine
Abgrenzung der Tunica Intima zur Tunica Media zeigt sich ausgeprigter als der Ubergang

zwischen der Tunica Media und Tunica Adventitia.
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Abbildung 18: HE Firbung Arterie in Ubersichtsaufnahme (2fache VergroBerung)

mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

In einigen Arterien ist eine exakte Abgrenzung zwischen der Tunica Media zur Tunica
Adventitia hin nicht mdglich. Hier wirkt der Ubergang zwischen den beiden einzelnen
Gefal3schichten flieBend. Die Tunica Media présentiert sich hell rosafarben. Die Zellkerne der
glatten Muskelzellen sind in dieser Schicht iiberwiegend pallisadenartig verlaufend. Je nach
Anschnittsebene lassen sich in dieser Schicht kollagene Faserziige im Langs- und Querverlauf
darstellen. Diese Faserziige sind im Vergleich zur restlichen Umgebung stark rosa angeférbt.
Die Anzahl und Dichte der blau angefarbten Zellkerne der glatten Muskelzellen nimmt nach
peripher hin ab. Der pallisadenartige Verlauf der Zellkerne der glatten Muskelzellen hebt sich
nach peripher auf und geht in eine ungleichmifBige und in der Anzahl abnehmender

Zellverteilung iiber. Daran schlief3t sich die Membrana elastica externa (s. Abb. 19).
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luminal

Abbildung 19: HE Farbung Arterie, 10 x vergrofert
mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=) und Verstreichung des

palissadendhnlichen Verlaufs der glatten Muskelzellen nach peripher

Weiter peripher liegt die Tunica Adventitia. In der Ubersichtsvergroferung wirkt die
Strukturaufteilung der Tunica Adventitia im Vergleich zu den beiden vorhergehenden
GefaBschichten aufgehoben. Zum einen ist diese GefaBschicht im Vergleich zur Tunica Intima
und Tunica Media weniger rosa angefdarbt. Die Strukturverteilung der kollagenen Fasern ist
ungeordneter und der Anteil der glatten Muskelzellen ist im Vergleich zur Tunica Media
reduzierter. Hier scheinen die blau angefarbten Zellkern der glatten Muskelzellen unwillkiirlich
und in groBeren Abstdnden zueinander verteilt. In der Tunica Adventitia sind Anschnitte von
peripheren Venen und Arterien enthalten. Diese sind regelhaft mit einem einschichtigen
Endothel ausgekleidet, deren plane Zellkerne lingsférmig angeordnet sind. Diese in Vasa-
Endothelschicht zeigt sich in unseren Prdparaten kontinuierlich oder diskontinuierlich

ausgekleidet (s. Abb. 20).
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luminal

Abbildung 20: HE-Farbung Arterie, 10 x vergrofert

mit kontinuierlicher Vasa-Endothelschicht (*)

Je nach GefdBkaliber dieser peripheren Gefille weisen diese eine eigene
GefaBschichtstrukturierung mit Tunica Intima und Tunica Media auf. Eine Abgrenzung einer
Tunica Adventita dieser peripheren Gefd3e zur Tunica Adventitia der Segmentpulmonalarterie
scheint nicht immer eindeutig moglich. Hier wirkt der Ubergang dieser beiden GeféBschichten
oft ineinanderfliefend. Singuldre Anschnitte von Lymphgefa3en lassen sich vereinzelt sichtbar
in der Tunica Adventitia darstellen. Bei der vergroBBerten Betrachtung der PA mit dem 40er
Objektiv (s. Abb. 21) zeigt sich die Tunica Intima mit einem einschichtigen, unbeschéadigten
und kontinuierlich ausgekleideten Plattenendothel mit bldulich langgezogenen Zellkernen.
Unterhalb dieser diinnen Endothelschicht ldsst sich eine diinne bldulich-weislich schimmernde
Schicht mit einzelnen leicht hellrosa angefarbten wellenférmig verlaufenden kollagen Fasern
darstellen. Diese Schicht gehort zur extrazelluldren Matrix der Tunica Intima. Zwischen der
Tunica Intima und Tunica Media ist die Membrana elastica interna an ihren hellrosa-
angefarbten und kreisrunden zum Gefallumen verlaufenden kollagenen Fasern zu erkennen.

Diese Fasern verlaufen dicht beieinanderliegend zirkuldr umeinander. Der einzelne
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Faserverlauf ist dabei deutlich nachvollziehbar. Die Schichtdicke der Membrana elastica
interna ist im Vergleich zur Tunica Intima und Tunica Media im Kaliber schmal wirkend. An
dieser Schicht schlieit sich die Tunica Media. In dieser Schicht verlaufen die zirkuldr
angeordneten glatten Muskelzellen. Thre Zellkerne sind blédulich langgezogen und verlaufen
zirkuldr gerichtet zum GefaBlumen. Ihr Zytoplasma ist hellrosa angefarbt. Zwischen den
zirkuldr angeordneten glatten Muskelzellen sind Anschnitte von kollagenen Fasern in
unterschiedlichen Richtungsverldufen aufzufinden. Je nach Anschnittsebene schimmern diese
hell-blaulich im Kontrast zu den rosa angeféarbten glatten Muskelzellen. Die Tunica muscularis
ist in ihrer Gesamtheit kontinuierlich vielschichtig und basig-konzentrisch. An ihr schlie3t sich
die Membrana elastica externa. Wie die Membrana elastica interna verlduft die Membrana
elastica externa auch zirkuldr zum GefaBlumen. Thre wellenférmigen kollagenen Fasern
schimmern hellrosa. Die Schichtdicke der Membrana elastica externa ist im Vergleich mit der
Schichtdicke der Membrana elastica interna dezenter ausgebildet. An ihr schlieBt sich die
Tunica Adventitia. In dieser Gefdf3schicht verlaufen vereinzelt kollagene Fasern, im Vergleich
zu den kollagenen Fasern der Tunica muscularis distanzierter zueinander verlaufend um die in
dieser Schicht liegenden glatten Muskelzellen und peripheren Blutgefifle, den Vasa privata
dieser zu untersuchenden PA. Zu den Vasa privata gehdren Anschnitte von kleinen
Venen/Venolen und Arterien/Arteriolen. Die Arteriolen sind mit einem einschichtigen
flachverlaufenden Plattenepithel ausgekleidet. Die Zellkerne sind blau angefarbt und verlaufen
zirkuldr zum Gefdllumen der Arteriole. Die folgende Tunica muscularis der Arteriolen ist
hellrosa und erscheint kontinuierlich in ithrem Verlauf zu ihren Gefdlllumen. Zwischen den
beiden Gefdflschichten ist die Membrana elastica interna an ihrem wellenférmig-zirkulér

verlaufenden Kollagenfasern zu erkennen.

Abbildung 21: Sirius-Farbung mit Resorcin-Fuchsin-Farbung Arterie, 40 x vergrofBert
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Tunica Intima mit einschichtigen, unbeschidigten und kontinuierlich ausgekleideten

Plattenendothel (Pfeil)

Die Tunica Adventitia der Arteriolen verschmilzt mit der Tunica Adventitia der zu
untersuchenden PA. Eine klare Abtrennung zwischen diesen beiden GefdaBwandschichten der
GefiBe zueinander ist nicht erkennen. Der Ubergang ist oftmals flieBend. Wie die Arteriolen,
zeigen die Venolen, die in den Vasa privata in der Tunica Adventita der PA liegen, einen
simultanen Aufbau. Ihre Tunica Intima ist mit einem einschichtigen Plattenepithel ausgekleidet.
Dieses Epithel verlduft zirkuldr zum GefdBlumen der Venole. Eine Membrana elastica interna
ist durch ihre hellrosa-bldulich schimmernden kollagenen Faserziige zu erkennen. Die
Membrana elastica interna ist im Vergleich zu der Membrana elastica interna der Arteriolen
diinnschichtiger ausgeprigt. Anhand ihrer Struktur ist die Membrana elastica interna deutlich
als Abgrenzung zur nachfolgenden und zirkuldr zum Gefdflumen der Venole verlaufenden
Tunica Muscularis abzugrenzen. Die Tunica Muscularis der Venole ist diinnschichtiger, als die
Tunica Muscularis der Arteriolen in den Vasa privata. Deren glatten Muskelzellen verlaufen
zirkuldr. Eine Membrana elastica externa ldsst sicht nicht eindeutig abgrenzen. Auch hier ist
der Verlauf der Tunica Muscularis der Venole zur Tunica Adventitia im Ubergang flieBend.
Der Ubergang der Tunica Adventitia der Venole zur Tunica Adventitia der PA ist flieBend in
ihrem Ubergang. Zu den Vasa privata der PA zihlt man Anschnitte von Lymphgefifen. Diese
sind mit einem diskontinuierlichen einschichtigen Plattenepithel ausgekleidet. Die
Zellenkorper wirken in ihrer Form kubisch bis backsteinartig. Die Zellkerne liegen Nahe an

dem LymphgefaBB3lumen.

4.1.2 Pulmonalvenen

In der lichtmikroskopischen Beurteilung fand sich fiir die PV in der HE-Ubersichtsférbung bei
zehnfacher Vergroferung ein nahezu einheitlicher strukturierter GefdBaufbau mit den
GefaBschichten von luminal ausgehend: der Tunica Intima, Tunica Media und Tunica
Adventitia (s. Abb. 22). Zwischen der Tunica Intima und Tunica Media fand sich die
wellenformige ausgeprégte und rosafarben angefdarbte Membrana elastica interna. Sie dient als
Trennschicht zwischen diesen beiden GefdBschichten. Zwischen der Tunica Media und Tunica

Adventitia fand sich die ebenfalls die wellenférmig und rosafarbene Membrana elastica
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externa. Die Membrana elastica interna ist im Vergleich zur Membrana elastica externa

1

Abbildung 22: HE-Farbung Vene, 2x vergrofB3ert

mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

Eine Abgrenzung der Tunica Intima zur Tunica Media ist daher deutlicher als der Ubergang
zwischen der Tunica Media zur Tunica Adventitia. In einigen PV-Anschnitten ist eine exakte
Abgrenzung zwischen der Tunica Media und Tunica Adventitia nicht moglich. Hier wirkt der
Ubergang zwischen den beiden einzelnen GefiBschichten flieBend. Die Tunica Media
prasentiert sich hell rosafarben. Die Zellkerne der glatten Muskelzellen sind in dieser Schicht
pallisadenartig verlaufend. Je nach Anschnittsebene lassen sich in dieser Schicht kollagene
Faserziige im Léangs- und Querverlauf darstellen. Diese Faserziige sind im Vergleich zur
Umgebung stark rosa angefarbt. Die Anzahl und Dichte der blau angefarbten Zellkernen der
glatten Muskelzellen scheint nach peripher hin in der Anzahl und Zelldichte zueinander

abzunehmen (s. Abb. 23).
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Abbildung 23: HE-Farbung Vene, 10 x VergroBBerung
Abnahme der glatten Muskelzellen nach peripher (*)
Der pallisadenartige Verlauf der Zellkerne der glatten Muskelzellen zeigt sich nach peripher
aufgelockert und scheint in eine ungleichmédBige Verteilung iiberzugehen. Es schlieBt sich
folgend nach peripher die Membrana elastica externa an. Diese ist durch ihre zirkuldar zum
Gefafllumen der PV verlaufenden kollagenen Faserziigen definiert. Weiter im Verlauf nach
peripher zeigt sich die Tunica Adventitia. In der UbersichtsvergroBerung wirkt die
Strukturaufteilung der Tunica Adventitia im Vergleich zu den beiden vorhergehenden
Gefal3schichten aufgehoben. Zum einen ist diese GefaBBschicht im Vergleich zur Tunica Media
weniger rosa angefarbt und die Strukturverteilung der kollagenen Fasern ist ungeordneter und
der Anteil der glatten Muskelzellen ist im Vergleich zur Tunica Media reduzierter. Hier
scheinen die blau angefarbten Zellkerne der glatten Muskelzellen in groferen Abstinden und
unwillkiirliche Lage zueinander zu liegen. In der Tunica Adventitia sind Anschnitte von
peripheren Venen und Arterien enthalten. Diese sind regelhaft mit einem einschichtigen
Endothel ausgekleidet., deren plane Zellkerne ldngsformig angeordnet sind. Diese
Endothelschicht erscheint kontinuierlich bis diskontinuierlich ausgekleidet. Je nach
GefaBkaliber dieser peripheren Gefdle weisen diese Gefidlle eine eigene
Gefal3schichtstrukturierung mit Tunica Intima und Tunica Media auf. Je groBler das Gefal3 der
Vasa Privata der PV ausgepragt ist, umso hédufiger zeigt sich eine eigene Gefafmorphometrie
dieser GefiBe. Der Ubergang Abgrenzung der Tunica Adventita dieser peripheren Gefile zur
Tunica Adventitia der Pulmonalvenenanschnitte erscheint flieBend. Singuldre Anschnitte von

Lymphgefiafien sind vereinzelt sichtbar (s. Abb 24).




24: HE-Farbung Vene, 20 x vergrof3ert
Singuldre Anschnitte von Lymphgefidf3en (Pfeile)

Bei der vergroBBerten Betrachtung der PV mit dem 40er Objektiv zeigt sich die Tunica Intima
mit einem einschichtigen, unbeschidigten und kontinuerlich ausgekleideten Plattenendothel
mit bldulich langgezogenen Zellkernen (s. Abb. 25). Unterhalb dieser diinnen Endothelschicht
lasst sich eine diinne bldulich-weisliche Schicht mit einzelnen leicht hellrosa angefarbten
wellenformig verlaufenden kollagen Fasern darstellen. Diese Schicht gehort zur extrazelluldren
Matrix der Tunica Intima. Zwischen der Tunica Intima und Tunica Media ist die Membrana
elastica interna an ihren hellrosa-angefarbten und kreisrunden zum Geféllumen verlaufenden
kollagenen Fasern zu erkennen. Diese Fasern verlaufen dicht beieinanderliegend zirkulér
umeinander. Der einzelne Faserverlauf scheint dabei deutlich nachvollziehbar. Die
Schichtdicke der Membrana elastica interna ist im Vergleich zur Tunica Intima und Tunica
Media sehr schmal im Kaliber. An diese Schicht schlie8t sich die Tunica Media. In dieser
Schicht verlaufen die zirkuldr angeordneten glatten Muskelzellen. Thre Zellkerne sind blaulich
langgezogen und verlaufen zirkuldr gerichtet zum GefdBllumen. Thr Zytoplasma ist hellrosa
angefdrbt. Zwischen den zirkuldr angeordneten glatten Muskelzellen sind Anschnitte von
kollagenen Fasern in unterschiedlichen Richtungsverldufen aufzufinden. Je nach
Anschnittsebene schimmern diese hell-bldulich im Kontrast zu den rosa angefarbten glatten
Muskelzellen. Die Tunica muscularis ist in ihrer Gesamtheit kontinuierlich vielschichtig und
basig-konzentrisch. An ihr schliefit sich die Membrana elastica externa an. Wie die zuvor
beschriebene Membrana elastica interna verlduft die Membrana elastica externa zirkuldr zum

Gefafllumen. Thre welligformigen kollagenen Fasern schimmern hellrosa.
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Abbildung 25: Sirius-Farbung mit Resorcin-Fuchsin-Farbung Vene, 40x vergrof3ert
Tunica Intima mit einem einschichtigen, unbeschddigten und kontinuerlich ausgekleideten
Plattenendothel (*)

Die Schichtdicke der Membrana elastica externa ist diinner als die der Membrana elastica
interna. An ihr schlieft sich die Tunica Adventitia an. In ihr verlaufen kollagene Fasern,
vereinzelte aber im Vergleich zur Tunica muscularis weiter voneinander entfernte glatte
Muskelzellen sowie periphere Blutgefdlle, der Vasa privata der PV. Den Vasa privata gehoren
Anschnitte von kleinen Venen/Venolen und Arterien/Arteriolen an. Die Arteriolen sind mit
einem einschichtigen Plattenepithel ausgekleidet. Die Zellkerne sind blau angefdarbt und
verlaufen zirkuldir zum GefdBlumen der Arteriole. Die folgende Tunica Muscularis der
Arteriole ist hellrosa und verlduft kontinuierlich zum GefdBlumen. Zwischen den beiden
GefaBschichten ist die Membrana elastica interna in thren wellenformig-zirkular verlaufenden
Kollagenfasern zu erkennen. Die Tunica Adventitia der Arteriole scheint mit der Tunica
Adventitia der PV verschmolzen. Somit lidsst sich keine Abtrennung dieser beiden
GefiBschichten zueinander erkennen. Der Ubergang scheint flieBend. Wie die Arteriolen der
Vasa privata der PV, zeigen die Venolen der PV einen simultanen Aufbau. Ihre Tunica Intima
ist mit einem einschichtigen Plattenepithel ausgekleidet. Dieses verlduft zirkuldr zum
GefaBlumen der Venole. Eine Membrana elastica interna ist durch ihre hellrosa-bldulich
schimmernden kollagenen Fasern zu erkennen. Die Membrana elastica interna ist im Vergleich
zu der Membrana elastica interna der Arteriolen diinnschichtiger ausgeprdgt. Anhand ihrer
Struktur ist diese deutlich als Abgrenzung zur nachfolgenden und zirkuldr zum Gefa3lumen der
Venole verlaufenden Tunica Muscularis abzugrenzen. Die Tunica Muscularis der Venole ist
diinnschichtiger, als die Tunica Muscularis der Arteriolen. Thre glatten Muskelzellen verlaufen
kontinuierlich zirkuldr. Eine Membrana elastica externa ist nicht klar abzugrenzen. Der Verlauf
der Tunica Muscularis der Venole zur ihrer Tunica Adventitia erscheint im Ubergang flieBend.
Der Ubergang der Tunica Adventitia der Venole zur Tunica Adventitia der PV zeigt sich
flieBend und ist nicht eindeutig ersichtlich. Zur Vas privata der PV zéhlt man Anschnitte von
Lymphgefdaen. Diese sind mit einem diskontinuierlichen einschichtigen Plattenepithel
ausgekleidet. Die Zellenkorper wirken in ihrer Form kubisch bis backsteinartig. Die Zellkerne

liegen Nahe am LymphgefafSlumen.
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4.1.3 Gefifipathologien

Der klassische Gefdfaufbau der untersuchten GefdBarten ist bei histologisch unauffélligen
Gefaflen homogen. Die GefaBmorphometrie von homogen aufgebauten PA und PV aus 4.1.1
und 4.1.2 dient als Grundlage fiir die Ergebnisbeschreibung der nachfolgenden
Gefafveranderungen. Finden sich Verdnderungen, so erscheint die klassische
GefaBmorphometrie verdndert. Innerhalb der drei Gefaf3schichten konnen in beiden Getfaf3typen
Veridnderungen beschrieben werden. So fanden sich in 42 % der angefertigten GefaBschnitte
Wandverdickungen und in 20 % der 100 angefertigten GefdBpraparate artherosklerotische

Auspriagungen.

4.1.3.1 Pulmonalarterien

Intimaverdickungen

Intimaverdickungen fanden sich in den angefertigten PA-Anschnitte in unterschiedlichen
Auspriagungen (s. Abb. 26-28). Fand sich eine Verdickung, so dnderte sich der homogene
Strukturaufbau. Hierbei kommt es zu einer Verdickung der subendothelialen Matrix. Bei
GefaBanschnitten von mikroskopisch auffdlligen PA ist die sonst strukturierte wellenformigen
zum GefaBlumen verlaufende Endothelschicht im Verlauf weniger wellenférmig ausgepriagt
und kontunierlich ausgebildet. Thre Zellkerne zeigen sich ldnglich-oval und liegen regelhaft
zentral im Zellkérper. In den untersuchten PA mit Intimaverdickungen zeigt sich die
Endothelschicht in threm Verlauf unruhiger und in ihrer Farbdichte abnehmend. Die Zellkerne
sind eher zusammengepresst und entrundet und sie liegen dezentral zur Zellbasis ausgerichtet
aufliegend. Die subendothele Matrix ldsst sich in mikroskopisch unauffilligen PAs nur sehr
dezent darstellen, da diese sehr diinn ausgeprégt ist. Ein leichter baulich-wirkender Rand direkt
unterhalb der Endothelzellen ldsst eine subendotheliale Matrix diskret darstellen. Bei den
mikroskopisch auffdlligen PA mit Intimaverdickungen ldsst sich die extrazellulire Matrix
darstellen. Sie wirkt bauschig aufgetrieben und liegt direkt der Endothelschicht an.
Mikroskopisch auffillig erscheinen Stellen, an denen die Endothelschicht marginal ausgepragt

ist. Hier ist die subendotheliale Matrix vermehrt ausgebildet. Bei der Betrachtung mit dem 40er
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Objektiv fallt die kollagene Einlagerung in dieser verdnderten Tunica Intima auf. Der
Faserverlauf zeigt sich unregelméfig aufgetrieben. Bei Erhohung der Polarisation des
einfallenden Mikroskoplichtes ldsst sich der Faserverlauf der subendothelialen Matrix
darstellen. Bei GefdBBanschnitten der PA mit besonders dicken Intimaverdickungen lassen sich
einsprossende glatte Muskelzellen vereinzelt darstellen. Thre Dichte und Anzahl scheint mit der
Auspriagung der Intimaverdickung zuzunehmen. So ist bei PA mit einer geringer
Intimaverdickung die Anzahl der glatten Muskelzellen in der Tunica Intima garnicht bis kaum
vorhanden. Ist die Intimaverdickung ausgeprégter, so lassen sich vereinzelt glatte Muskelzellen
nachweisen. Dies wird deutlich, wenn man HE und SMA-Firbungen der selben PA miteinader
vergleicht. So zeigt sich bei starker Ausprigung der Verdickung der Tunica Intima eine
Abgrenzung zur nachfolgenden Tunica Media aufgeldst. Der Ubergang wirkt flieBend und eine

Abgrenzung durch die Membrana elastica interna aufgehoben.

Abbildung 26: Intimaverdickung (Pfeil) Arterie, 20 x vergroflert
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Abbildung 28: Intimaverdnderung (*) Arterie, SMA-Farbung, 20 x vergroBert

Mediaverdickungen

Fand sich eine Verdickung der Tunica Media, so dnderte sich der homogene GefaBBaufbau.
Hierbei scheint es vermehrt zu einer Verdickung der Tunica Muscularis zu kommen. Bei
mikroskopisch unauffilligen PA zeigt sich die Tunica Muscularis zirkumferent zum
Gefafllumen. Die Anordnung der glatten Muskelzellen war kontinuerlich. Diese
Gefallschichtung wirkt bei mirkoskopisch auffilligen PA aufgehoben. Hier wirkt die Tunica
Muscularis im Bereich der Verdickung aufgetrieben und die glatten Muskelzellen liegen nicht
in einem zirkumferenten Verband zueinander (s. Abb. 29). Sie liegen in Verbundgruppen
zueinander, denn die Dichte der blauangeféarbten Zellkerne der glatten Muskelzellen im Bereich

der Verdickung nimmt zu. Zwischen diesen Nestern von glatten Muskelzellen lésst sich in der
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40er VergroBBerung ein erhohter Anteil an kollagenen Fasern darstellen. Die Fasern zeigen einen
unruhigen und inhomogenen Verlauf. Ist die Mediaverdickung besonders ausgeprégt, so scheint
eine klare Abtrennung der einzelnen Gefdl3schichten nicht mehr moéglich. Die Tunica Intima
und die Tunica Media sind nicht voneinander zu unterscheiden. Der Ubergang zeigt sich
flieBend. Nachfolgend scheint die Auspragung der Membrana elastica interna verschmaélert bis
aufgehoben. Die Auspriagung der Mediaverdickung kann die Tunica Adventita mitbetreffen. So
wirkt die Membrana elastica externa in ihrem Ubergang verwaschen und der Ubergang der

verdickten Tunica Media zur angrenzenden Tunica Adventitia flieBend.

Abbildung 29: a-SMA-Farbung Arterie, 10 x vergrofert
Tunica muscularis im Bereich der Verdickung aufgetrieben;

glatte Muskelzellen liegen nicht in einem zirkumferenten Verband zueinander

Adventitiaverdickungen und periphere Neovaskularisation

Die Verdickung der Tunica Adventitia ldsst sich einerseits bei den untersuchten PA durch eine
gesteigerte periphere Neovaskularisation beschreiben als auch durch eine gesteigerte Anzahl
an glatten Muskelzellen in dieser Gefdflschicht. Die glatten Muskelzellen sind in ihrer
Morphologie mit den glatten Muskelzellen der Tunica Muscularis identisch (s. oben). In
verdickten Tunica Adventitia liegen sie streng vereinzelt zu einander oder in einer
nesterdhnlichen Anordnung. Ist die Tunica Intima verdickt, so kann die Tunica Adventitia
mitbetroffen sein. Ist die Tunica Intima und Tunica Media verdickt, so ist die Tunica Adventitia
auch verdickt. Scheinen alle drei GefdBschichten von Verdnderungen in Form von

Verdickungen betroffen zu sein, scheint keine klare Abgrenzung der einzelnen GefaBschichten
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mikroskopisch zueinander moglich. Die periphere Neovaskularisation ldsst sich mikroskopisch
durch eine erhohte Anzahl und Dichte der GefdBanschnitte in der Tunica Adventitia
beschreiben. Die Venolen und Arteriolen der Vasa Privata der PA zeigen eine verdnderte
Konfiguration. So wirkt ihre Endothelschicht verdichtet oder deren Tunica Muscularis verdickt

(s. Abb. 30).
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Abbildung 30: HE-Farbung Arterie mit Adventitiaverdickung (Pfeile) und Neovaskularisation
(Sternchen), 10x vergrofBert

Fibrosen

In den PA-GefédBschnitten zeigen sich mikroskopisch Fibrosen (s. Abb. 31). Diese konnen alle
drei GefdB3schichten betreffen. Sie kdmmen isoliert in einer Gefdl3schicht diktiert werden oder
sich in ithrem Verlauf gefdB3schichtiibergreifend priasentieren. Im Bereich der Fibrose wirkt die
HE-Férbung verwaschen und hebt sich deutlich von der iibrigen GefaB3schichtfarbung, die rosa
bis hellrosa ist, ab. Diese Fibrosebereiche sind dezent bis nicht angefarbt. In den betroffenen
PA-Préparaten wirkt der fibrotische Bereich im Mikroskop durchsichtig. Lediglich der
wellenformige Verlauf der sich kreuzenden kollagenen Fasern ldsst sich durch Polarisation des
Lichtes darstellen. Innerhalb einer Fibrose konnen glatte Muskelzellen in dieser eingelagert
erscheinen. Diese Zellen zeigen sich in ithrem Verlauf langgezogen mit fingerformigen
Ausziehungen. Die Anzahl der glatten Muskelzellen innerhalb einer Fibrose kann erhéht sowie

erniedrigt sein. Die Verteilung wirkt diskontinuierlich. In den untersuchten PA scheint bei
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zunehmendem Fibrosegrad die GefaBmorphometrie inhomogener. Eine deutliche Trennung der

betroffenen einzelnen GefaB3schichten scheint nicht mehr moglich.

Abbildung 31: Sirius-Féarbung Intimafibrose (Pfeile) Arterie, 10 x vergrofert

Praatherome, Atherome und Fibroatherome

In den untersuchten PA fanden sich Anschnitte und Vorstufen von Priatheromen, Atheromen
und Fibroatheromen (s. Abb. 32 und 33). In der zehnfachen UbersichtsvergroBerung waren
diese GefaBschichtverdnderungen prominent. Diese Verdnderungen prisentieren sich in einer
sich wiederholenden Konfiguration. Mikroskopisch ist hierbei die Verdnderung der Tunica
Intima auffillig. Diese scheint deutlich in ihrem Schichtaufbau verdndert. So ist deren
Endothelzellschicht massiv vergrofert oder gar nicht vorhanden. Eine Membrana elastica
interna scheint komplett aufgebrochen und Zellen glatter Muskelzellen im dichten Verband mit
vereinzelt im ldngs- und querverlauf folgenden kollagenen Fasern in die Tunica Intima
eingewandert. In der Sirius-Farbung zeigt sich diese Strukturverinderung besonders
ausgepragt. In kugeligen Verbidnden scheinen scharf abgrenzbar eingewanderte
Kollagenfasernester. Bei Prdatheromen scheint die Aufbrechung der Tunica Intima weniger

massiv als bei einem ausgebildeten Atherom oder Fibroatherom. Die Tunica Media kann dabei
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in ihrer Schichtdicke verdndert sein. Bei voll ausgebildeten (Fibro)-Atheromen erscheint die
Tunica Media verdickt. Mikroskopisch auffallig ist hier die Zunahme der Fibrozyten und
Kollagenfasern. Die Tunica Media wirkt dabei in diesem verdnderten Bereich dezenter
angeférbt. Es erscheint, als ob der Anteil der zuvor dort anzutreffenden glatten Muskelzellen
reduziert ist und diese luminal in die Tunica Intima eingewandert seien. In den angefertigten a-
SMA-Férbungen lésst sich dieses mikroskopische Bild nachvollziehen. Hier sind die glatten
Muskelzellen ein Bestandteil der Tunica Intima oder die beiden betroffenen GefdBschichten
erscheinen miteinander verschmolzen, sodass die vorherrschende GefaBmorphometrie

verandert sein kann.

Abbildung 32: Sirius-Elastica-Farbung Arterie mit Atherom, 10 x vergrofert
Pfeile markieren die in eingelagerten Schaumzellen innerhalb des Atheroms bei aufgehobener

GefaBwandmorphometrie mit fiir den fiir Atheromen typischen fibrotischen Einlagerungen.
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Abbildung 33: a-SMA-Farbung Arterie mit Atherom, 10 x vergrofert
Die Pfeile markieren die Auspragung des Atheroms bei aufgehobener GefaBmorphometrie bei

fehlender Unterscheidung zwischen den einzelnen GefaBwanden.

4.1.3.2 Pulmonalvenen

Intimaverdickungen

Intimaverdickungen fanden sich in den angefertigten PV-Préparaten in unterschiedlichen
Auspriagungen (s. Abb. 34 und 35). Fand sich eine Verdickung, so dnderte sich der homogene
Strukturaufbau. Hierbei kommt aus zu einer Verdickung der subendothelialen Matrix. Bei
GefaBanschnitten von mikroskopisch auffilligen PV ist die sonst strukturierte wellenformigen
zum GefdBlumen verlaufende Endothelschicht im Verlauf weniger wellenformig ausgepragt
und kontunierlich ausgebildet. Thre Zellkerne zeigen sich ldnglich-oval und liegen regelhaft
zentral im Zellkorper. In den untersuchten PV mit Intimaverdickungen zeigt sich die
Endothelschicht in threm Verlauf unruhiger und in ihrer Farbdichte abnehmend. Die Zellkerne
sind eher zusammengepresst und entrundet und sie liegen dezentral zur Zellbasis ausgerichtet
aufliegend. Die subendotheliale Matrix ldsst sich in mikroskopisch unauffilligen PVs nur sehr
dezent darstellen, da diese sehr diinn ausgeprégt ist. Ein leichter baulich-wirkender Rand direkt
unterhalb der Endothelzellen ldsst eine subendotheliale Matrix diskret darstellen. Bei den
mikroskopisch auffdlligen PV mit Intimaverdickungen ldsst sich die extrazellulire Matrix
darstellen. Sie wirkt bauschig aufgetrieben und liegt direkt der Endothelschicht an.
Mikroskopisch auffillig erscheinen Stellen, an denen die Endothelschicht marginal ausgepragt

ist. Hier ist die subendotheliale Matrix vermehrt ausgebildet. Bei der Betrachtung mit dem 40er
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Objektiv fallt die kollagene Einlagerung in dieser verdnderten Tunica Intima auf. Der
Faserverlauf zeigt sich unregelmifBig aufgetrieben. Bei Erhohung der Polarisation des
einfallenden Mikroskoplichtes ldsst sich der Faserverlauf der subendothelialen Matrix
darstellen. Bei GefdBanschnitten der PV mit besonders dicken Intimaverdickungen lassen sich
einsprossende glatte Muskelzellen vereinzelt darstellen. Thre Dichte und Anzahl scheint mit der
Auspriagung der Intimaverdickung zuzunehmen. So ist bei PV mit einer geringer
Intimaverdickung die Anzahl der glatten Muskelzellen in der Tunica Intima nicht bis kaum
vorhanden. Ist die Intimaverdickung ausgeprégter, so lassen sich vereinzelt glatte Muskelzellen
nachweisen. Dies wird deutlich, wenn man HE und SMA-Farbungen der selben PV miteinander
vergleicht. So zeigt sich bei starker Ausprigung der Verdickung der Tunica Intima eine
Abgrenzung zur nachfolgenden Tunica Media aufgelost. Der Ubergang wirkt flieBend und eine

Abgrenzung durch die Membrana elastica interna aufgehoben.

?:i'“ ‘;‘i: ; ”" "" £ : ';V : .‘.',';v,j’ '\. ‘.-' ’:r:' ._’.JI:{"& L ‘\ 1;
Abbildung 34: a-SMA-Farbung Intimaverdickung (Pfeile) Vene, 20 x vergrofert
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Abbildung 35: HE-Farbung Intimaverdickung (Pfeile) Vene, 10 x vergrofert

Mediaverdickungen

Fand sich eine Verdickung der Tunica Media, so dnderte sich der homogene GefdBaufbau.
Hierbei scheint es vermehrt zu einer Verdickung der Tunica Muscularis zu kommen. Bei
mikroskopisch unauffilligen PV =zeigt sich die Tunica Muscularis zirkumferent zum
GefaBlumen. Die Anordnung der glatten Muskelzellen war kontinuerlich. Diese
GefaBschichtung wirkt bei mirkoskopisch auffélligen PV aufgehoben. Hier wirkt die Tunica
Muscularis im Bereich der Verdickung aufgetrieben und die glatten Muskelzellen liegen nicht
in einem zirkumferenten Verband zueinander (s. Abb. 36). Sie liegen in Verbundgruppen
zueinander, denn die Dichte der blauangeférbten Zellkerne der glatten Muskelzellen im Bereich
der Verdickung nimmt zu. Zwischen diesen Nestern von glatten Muskelzellen lésst sich in der
40er VergroBBerung ein erhohter Anteil an kollagenen Fasern darstellen. Die Fasern zeigen einen
unruhigen und inhomogenen Verlauf. Ist die Mediaverdickung besonders ausgeprigt, so scheint
eine klare Abtrennung der einzelnen Gefdl3schichten nicht mehr moéglich. Die Tunica Intima
und die Tunica Media sind nicht voneinander zu unterscheiden. Der Ubergang zeigt sich
flieBend. Nachfolgend scheint die Ausprigung der Membrana elastica interna scheint
verschmadlert bis aufgehoben. Die Auspragung der Mediaverdickung kann die Tunica Adventita
mitbetreffen. So erscheint die Membrana elastica externa in ihrem Ubergang verwaschen und

der Ubergang der verdickten Tunica Media zur angrenzenden Tunica Adventitia flieBend.

luminal

A
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Abbildung 36: SMA-Féarbung Mediaverdickung Vene, 10 x vergrofert
Pfeile markieren den Bereich des zirkumferentenfreien Verlaufs der glatten Muskelzellen
innerhalb der Tunica Media bei Verdnderungen der GefaBmorphometrie. Doppelpfeile zeigen

den Verlauf bei homogener Zirkumferenz.

Adventitiaverdickungen und periphere Neovaskularisation

Die Verdickung der Tunica Adventitia ldsst sich einerseits bei den untersuchten PV durch eine
gesteigerte periphere Neovaskularisation beschreiben als auch durch eine gesteigerte Anzahl
an glatten Muskelzellen in dieser Gefdflschicht. Die glatten Muskelzellen sind in ihrer
Morphologie mit den glatten Muskelzellen der Tunica Muscularis identisch (s. Abb. 37). In
verdickten Tunica Adventitia liegen sie streng vereinzelt zu einander oder in einer
nesterdhnlichen Anordnung. Ist die Tunica Intima verdickt, so kann die Tunica Adventitia
mitbetroffen sein. Ist die Tunica Intima und Tunica Media verdickt, so ist die Tunica Adventitia
auch verdickt. Scheinen alle drei GefdBschichten von Verdnderungen in Form von
Verdickungen betroffen zu sein, scheint aller keine klare Abgrenzung der einzelnen
Gefallschichten mikroskopisch zueinander moglich. Die periphere Neovaskularisation 1dsst
sich mikroskopisch durch eine erhohte Anzahl und Dichte der GefdBanschnitte in der Tunica
Adventitia beschreiben. Die Venolen und Arteriolen der Vasa Privata der PV zeigen eine
verdnderte Konfiguration. So wirkt ihre Endothelschicht verdichtet oder deren Tunica
Muscularis verdickt. In 28 % der PV konnten glatte Muskelzellen als abgegrenzte Zellinseln
(SMA-positiv) in derer Tunica Adventitia nachgewiesen werden. Diese Zellinseln waren

grofler, je stiarker die zugehdrige Media schien (s. Abb. 38).
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Abbildung 37: a-SMA-Firbung Vene, 20 x vergroBert

Pfeile markieren glatte Muskelzellen der Tunica Adventitia.

Doppelpfeile markieren glatte Muskelzellen in Tunica Muscularis und Tunica Intima.

Abbildung 38: a-SMA-Fiarbung Vene Zellformation Adventitia, 10 x vergrof3ert
Pfeile markieren gesteigerte Zellinselanzahl bei verbreiterter Tunica Intima und Media.

Doppelpfeile markieren GefaBwandverdickungen

Fibrosen
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In den PV-Gefdl3schnitten zeigen sich mikroskopisch Fibrosen. Diese konnen alle drei
GefaBschichten betreffen. Sie kommen isoliert in einer GefdBschicht diktiert werden oder sich
in threm Verlauf gefdBschichtiibergreifend présentieren. Im Bereich der Fibrose wirkt die
Farbung verwaschen und hebt sich deutlich von der iibrigen GeféB3schichtfarbung, die rosa bis
hellrosa ist, ab. Diese Fibrosebereiche sind dezent bis nicht angefarbt. In den betroffenen PV-
Préaparaten wirkt der fibrotische Bereich im Mikroskop durchsichtig (s. Abb. 39). Lediglich der
wellenféormige Verlauf der sich kreuzenden kollagenen Fasern ldsst sich durch Polarisation des
Lichtes darstellen. Innerhalb einer Fibrose konnen glatte Muskelzellen in dieser eingelagert
erscheinen. Diese Zellen zeigen sich in ihrem Verlauf langgezogen mit fingerformigen
Ausziehungen. Die Anzahl der glatten Muskelzellen innerhalb einer Fibrose kann erhéht sowie
erniedrigt sein. Die Verteilung wirkt diskontinuierlich. In den untersuchten PV scheinen bei
zunehmenden Fibrosegrad, die Gefilmorphometrie inhomogener. Eine deutliche Trennung der

betroffenen einzelnen GefaB3schichten scheint nicht mehr moglich.

Abbildung 39: Sirius-Elastica-Farbung Vene Fibrose; 10x vergrofert

Die Pfeile markieren den fibrotischen Bereich.

4.2 Immunhistochemische Untersuchungen

4.2.1 ETA-Rezeptor
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Der ETA-Rezeptor zeigte sich sowohl in PA als auch in PV in jeder GefdBschicht. Beide
Gefafarten hatten fiir diesen Rezeptor ein dhnliches Anfarbeverhalten. Die hdochste
Rezeptordichte lag vor allem in der Tunica Intima und Tunica Media vor. Der ETA-Rezeptor
in PA konnte etwas ausgepragter dargestellt werden. Zeigten die Gefdlle einen harmonischen

GefaBaufbau, zeigte sich deren Rezeptordichte homogen verteilt.

4.2.1.1 Pulmonalarterien

In den angefertigten humanen Gefidf3schnitten der ETA-Rezeptorenfarbungen der PA zeigen
diese ein Rezeptorvorkommen im Bereich der Tunica Intima (in Endothelzellen) und in der
Tunica Muscularis (an glatten Muskelzellen). Vereinzelt zeigen PA in der Tunica Adventitia

und Vasa vasorum ein Rezeptorvorkommen (s. Abb. 40).

o ~

Abbildung 40: Arterie ETA-Rezeptor, 20 x vergrofert

Die Pfeile zeigen auf eine dezente Rezeptorpositivitét in der Tunia Adventitia
Der ETA-Rezeptor konnte in jeder Gefaf3schicht der PA dargestellt werden. Die Rezeptordichte

zeigte sich in der Tunica Intima und Tunica Media am hochsten. Zeigten die Gefdlle einen

harmonischen Gefafaufbau, zeigte sich deren Rezeptordichte homogen. Hier stellten sich vor
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allem die Tunica Intima und Tunica Media positiv (++) da. Wéhrend in der Tunica Adventitia

keine (0) bis schwiche (+) Rezeptorendichten festgestellt werden konnte.

4.2.1.2 Pulmonalvenen

In den angefertigten humanen GefidB3schnitten der ETA-Rezeptorenfarbungen der PV zeigen
diese ein Rezeptorvorkommen im Bereich der Tunica Intima (in Endothelzellen) und in der
Tunica Muscularis (an glatten Muskelzellen). Vereinzelt zeigten PV in der Tunica Adventitia

und Vasa vasorum ein Rezeptorvorkommen (s. Abb. 41).

Abbildung 41: Vene ETA-Rezeptor, 10 x vergrofert
Pfeile markieren die angefarbten ETA-Rezeptorgebiete

Der ETA-Rezeptor konnte in jeder Gefaflschicht der PV dargestellt werden. Die Rezeptordichte
zeigte sich in der Tunica Intima und Tunica Media am hochsten. Zeigten die Gefdlle einen
harmonischen GefaBaufbau, zeigte sich die ETA-Rezeptorenverteilung homogen. Hier stellten
sich vor allem die Tunica Intima und Tunica Media positiv (++) da. Wéhrend in der Tunica

Adventitia keine (0) bis eine schwache (+) Rezeptorendichte festgestellt werden konnte.
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4.2.1.3 Gefiflverianderungen
Die Rezeptordichte wurde durch Verdanderungen der GefaBstruktur beeinflusst. Zeigte sich der
strukturierte GefdBBaufbau in seiner Morphometrie veridndert, so hatte dies einen Einfluss auf

die Rezeptorendichte.

Intimaverdickungen

Bei Intimaverdickungen war die homogene Rezeptorkonfiguration eine andere. So zeigte sich
die ETA-Rezeptorendichte in der Tunica Media schwicher (+ bis ++) und es lieB sich eine
erhohte Rezeptordichte (+++) in der Tunica Intima nachweisen. Die Rezeptoren schienen sich

in diesen Inseln zu versammeln.

Fibrose

Zeigten sich in den GefdB3schichten Verdanderungen im Sinne einer Fibrose, so schien sich die
Rezeptorendichte zu sogenannten Clustern, also Rezeptornestern zu konfigurieren. Je stirker
die fibrotische Verdnderung erschien, umso hoher zeigte sich die Anzahl und die Auspriagung

der Rezeptorendichte innerhalb der Cluster.

Priaatherome, Atherome und Fibroatherome

In den atherosklerotisch verdnderten Gefdfen zeigte sich eine Verdnderung in der
Rezeptordichte (s. Abb. 42 und 43). In Pridatheromen zeigten sich ein verstrichener
histologischer Gefa3schichtaufbau, sodass eine Unterscheidung von Tunica Intima und Tunica
Media flieBend erschien. Hierbei zeigten sich keine angefirbten ETA-Rezeptoren in
unmittelbarer Nihe zu den Schaumzellen (0). Wenn sich die Anderungen auf die Tunica Media
erstreckten, erhohte sich die ETA-Rezeptorendichte in den betroffenen Gebieten (+++),
wihrend sich die Rezeptorendichte in den umliegenden Teilen der Tunica Media, die
mikroskopisch vor der GeféBschichtverinderung lagen, erniedrigt erschien. Die Tunica
Adventitia dieser betroffenen Gefdlle zeigte sich ebenfalls von diesen Verdnderungen

beeinflusst. Es zeigte sich ein geringes (+) bis mittleres (++) ETA-Rezeptordichtesignal.
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Abbildung 42: ETA-Rezeptorfarbung Arterie; Atherom (Pfeile) , 20 x vergroBert

Die Pfeile markieren hierbei die gesamte GroB3e des Atheroms

Abbildung 43: ETA-Féarbung Arterie mit Praatherom.

Intensitatsschwankungen der Rezeptordichte im Bereich eingelagerter Schaumzellen (Pfeile),

40 x vergrofert

65



4.2.2 ETB-Rezeptor

Der ETB-Rezeptor konnte in PA und PV mit homogener GefiBmorphometrie in jeder
Gefal3schicht dargestellt werden. Beide GefdBarten zeigten fiir diesen Rezeptor ein dhnliches
Anfirbeverhalten. Der Hauptanteil der hochsten Rezeptorendichte zeigte sich in der Tunica
Intima (in Endothelzellen) und Tunica Media (an glatten Muskelzellen) In einigen PA auch in
der Tunica Adventitia und Vasa vasorum. Im Vergleich konnte der ETB-Rezeptor in PA etwas

positiver dargestellt werden.

4.2.2.1 Pulmonalarterien

Zeigten die angefertigten humanen GefaBBschnitten der ETB-Rezeptorenfarbungen der PA
mikroskopisch einen harmonischen GefdBaufbau, zeigte sich deren Rezeptordichteverteilung
homogen. Diese war im Bereich der Tunica Intima (in Endothelzellen) und in der Tunica
Muscularis (an glatten Muskelzellen) mittel (++) ausgepragt. Wahrend in der Tunica Adventitia

keine (0) bis geringe (+) ausgeprigt Rezeptorendichte festgestellt werden konnte (s. Abb. 44).
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Abioildung 44: Arterie ETB-Rezeptor,A I'O xlvergréﬁe.rf
unterschiedlich ausgeprigte Rezeptorendichte in den Gefal3schichten

mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

4.2.2.2 Pulmonalvenen
In den angefertigten humanen Gefdf3schnitten der ETB-Rezeptorenfarbungen der PV zeigten

diese bei homogener Gefdlmorphometrie ein homogenes Rezeptorvorkommen im Bereich der
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Tunica Intima (in Endothelzellen) und in der Tunica Muscularis (an glatten Muskelzellen).
Vereinzelt stellten sich in den PV in der Tunica Adventitia und Vasa vasorum ein
Rezeptorvorkommen dar. Der ETB-Rezeptor konnte in jeder Gefal3schicht der PV dargestellt
werden. Die Rezeptordichte zeigte sich in der Tunica Intima und Tunica Media am hochsten.
Zeigten die Gefdle einen harmonischen GefdBaufbau, zeigte sich die ETB-
Rezeptorenverteilung homogen. Hier stellten sich vor allem die Tunica Intima und Tunica
Media mit einer mittleren Rezeptorendichte (++) dar. Wéhrend in der Tunica Adventitia keine

(0) bis eine schwache (+) Rezeptorendichte festgestellt werden konnte (s. Abb. 45).

5 “ T TG-S k\«‘»,..
Py R S e NI,
. "l:'/ v e ::BA_ ‘n’.r;ivﬁ.,/*é‘z-_‘ \' ‘q:)
D s TP R (9. - .
] hel iy % i,:‘,‘ﬁ",{[ '_:4-:\‘ X * X
Ak - ot ‘9‘,,”-‘:’ $ 71, S
S s Jl i e ARG
187 <A T P o \,”‘\\
¥ 7N NI A (o F ke . ~
4 P T r v
/ / / /’ 5 ?¢/ ﬁ #i' el
] € 10l 3 e
o /ﬂ "“",-r'/ .'i T Y
4 3 ; 175
39 vy "}4 1 ’k' £ “.’JT.
B ¥i'g I.’ 3 ,'. f) [1('.2‘ P N
R i TR ) PN
b S 1 RS i W "/" o .’,’_:,‘?,"h,;.r/
1 (o™ 43 LN & A
/ b0 A g WX S
' E e AN %,
’/? RZELEN
Y '%.\ i ;
o &
Aopa T
¥ :}/' £ -,.
Jind i luminal
3 A P e
e o

Abbildung Hurtis 45: Vene
ETB-Rezeptor, 20 x vergroBert
unterschiedlich ausgeprigte Rezeptorendichte in den Gefdf3schichten

mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

4.2.2.3 Gefiflverinderungen
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Die ETB-Rezeptordichte wurde durch Verdnderungen der GefdBstruktur beeinflusst. Zeigte
sich der strukturierte Gefafaufbau in seiner Morphometrie verdndert, so hatte dies einen

Einfluss auf die Rezeptorendichte.

GefaBwandverdickungen

Bei Mediaaverdickungen war die homogene Rezeptorkonfiguration eine andere. So zeigte sich
die ETB-Rezeptorendichte in der Tunica Media schwicher (+ bis ++) und es lieB sich eine
erhohte Rezeptordichte (+++) in der Tunica Intima nachweisen. Die Rezeptoren schienen sich

in Inseln zu versammeln (s. Abb. 46).

(o R

Abbildung 46: ETB-Rezeptor-Farbung, 20 x vergrofert
Rezeptordichteveranderung bei Mediaverdickung mit Inselbildung (Pfeil), 20 x vergrofert

mit Tunica Intima (*) und Tunica Media (#)

Fibrose
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Zeigten sich in den GefdBschichten Verdanderungen im Sinne einer Fibrose, so schien sich die
Rezeptorendichte zu sogenannten Clustern, also Rezeptornestern zu konfigurieren. Je stirker
die fibrotische Verdnderung erschien, umso hoher zeigte sich die Anzahl und die Auspriagung

der Rezeptorendichte innerhalb der Cluster (+++) (s. Abb. 47).

Abbildung 47: ETB-Féarbung Vene, Fibrose, 10 x vergrofert
Verianderung der Rezeptorendichte innerhalb der Cluster (Pfeil)

Priaatherome, Atherome und Fibroatherome

In den atherosklerotisch verdnderten Gefdfen zeigte sich eine Verdnderung in der
Rezeptordichte. In Prdatheromen zeigten sich ein verstrichener histologischer
GefiBschichtaufbau, sodass ein Ubergang von Tunica Intima und Tunica Media flieBend
erschien. Hierbei zeigten sich stark angefarbte ETB-Rezeptoren in unmittelbarer Néhe der
Schaumzellen (++ bis +++) (s. Abb. 48). Diese ETB-Rezeptoren zeigten sich hier auch in
Clustern liegend. Die Rezeptorendichte in der Tunica Media nahm im Bereich der
Ubergangszone vor dem (Pri-, Fibro-) Atherom von (++) zu (+) ab. Im Bereich der
morphologischen Verdnderungen der Tunica Media zeigt diese weiter eine erniedrigte
Rezeptorendichte (+) und (0) an. Die Tunica Adventitia dieser betroffenen Gefédlle zeigte sich
ebenfalls von diesen Verdnderungen beeinflusst. Es zeigte sich ein geringes (+) bis mittleres
(++) ETB-Rezeptordichtesignal durch angeschnittene Arteriolen und Venolen, die in ihrer

Anzahl erhoht erschienen.

69



BiE= P =
1% ’ DR ® s
I Sy g

l : . : K 9

” -~
LB T Y
Al - K
> P o o "4
VL e A
c A gy
) * - ‘ ,,o’
' o el - =
’ Sl /14
4 ‘" - [
= ‘g a 2 | &
N - Sy
» > N ’ . ’
,' ¢ “ Pt 4 ’
8 7’1‘. .l ’
P % .o $'J{
v o " h ’
- S ’lV‘;'.Jo'.
. Yk S
'S - '. .. - ."
- . » 0
A ' P - ‘. v
a5 » Y
/ luminal

Abbildung 48: ETB-Rezeptor-Farbung Vene; 20 x vergrofert
Atherom und Verdnderung der Rezeptorendichte stark angefarbte ETB-Rezeptoren in

unmittelbarer Ndhe der Schaumzellen (Pfeile)

4.2.3 PDE-5-A-Enzym

PDE-5-A konnte in PA und PV mit homogener GefaBmorphometrie in jeder Gefdlschicht
dargestellt werden. Beide GefaBarten zeigten fiir dieses Enzym ein dhnliches Anféarbeverhalten.
Der Hauptanteil der hochsten Enzymdichte zeigte sich in der Tunica Intima (in Endothelzellen)
und Tunica Media (an glatten Muskelzellen) beider GefaBarten. Im Vergleich zeigte sich PDE-
5-A-Enzym in PA positiver.

4.2.3.1 Pulmonalarterien

Zeigten die angefertigten humanen GefaBBschnitten der PDE-5-A-Enzym-Farbungen der PA
mikroskopisch einen harmonischen GetfaBaufbau, zeigte sich deren Dichteverteilung homogen.
Diese war im Bereich der Tunica Muscularis (an glatten Muskelzellen) mittel (++) bis stark
(+++) ausgeprigt. Wihrend sich in der Tunica Adventitia eine geringe (+) Rezeptorendichte

zeigte. In der Tunica Intima konnte keine bis eine schwache Féarbedichte festgestellt werden (0
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bis +). Der PDE-5-A-Enzym zeigte sich in PA in allen Gefdl3schichten. In der Tunica Media
zeigte sich die hochste Enzymdichte (++ bis +++). In der Tunica Intima konnte keine bis eine
geringe (0 bis +) sowie in der Tunica Adventitia keine bis schwache Positivitdt bewertet werden

(0) bis (+) (s. Abb. 49).
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unterschiedlich ausgeprigte Rezeptorendichte in den Gefal3schichten

mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

4.2.3.2 Pulmonalvenen

In den angefertigten humanen GefaBschnitten der PDE-5-A-Enzymfarbungen der PV zeigen
diese bei homogener GefaBmorphometrie eine homogene Rezeptordichte. Im Bereich der
Tunica Media (an glatten Muskelzellen) zeigte sich die hochste Rezeptorendichte (++ bis +++).
In der Tunica Adventitia und Vasa vasorum zeigte sich keine bis geringe (0 bis +) ausgeprigte
Rezeptorendichte. Die Rezeptordichte in der Tunica Intima zeigte eine dhnliche Verteilung der

Rezeptoren mit (0) bis (+) (s. Abb. 50).
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Abbildung 50
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unterschiedlich ausgeprigte Rezeptorendichte in den GefaBschichten

mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

4.2.3.3 GefilBlverinderungen

GefilBwandverdickungen

Zeigten sich Wandverdickungen, war die homogene Enzympositivitdtkonfiguration verdndert.
So zeigte sich die PDE-5-A-Enzymdichte in der Tunica Media schwicher (+ bis ++) und es lief3
sich eine erhohte Enzymdichte (+++) in der Tunica Intima nachweisen. Die Targetenzyme

schienen sich in Inseln zu versammeln (s. Abb. 51).

Abbildung 51: PDE-5-A-Enzymfarbung Arterie mit Intimaverdickung, 20 x vergrof3ert

Targetenzymeinseln (Pfeil) mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia(=)
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Fibrose

Zeigten sich in den Gefdfischichten Verdnderungen im Sinne einer Fibrose, so schien sich die
PDE-5-A-Enzymdichte innerhalb der Fibrose abzuschwéchen. So zeigte sich diese garnicht bis
schwach (0 bis +) auftretend. Im Umgebungsbereich der Fibrosen hingegen konnte eine erh6hte

PDE-5-A-Enzymdichte (++) nachgewiesen werden (s. Abb. 52).

Abbildung 52: Arterie mit PDE-5-A-Enzymfarbung und Intimafibrose mit Clusterbildung
in Tunica Intima und Tunia Media (Pfeil), 10 x vergrofert

mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

Zudem zeigte sich in PV bei GefiBwandverdnderungen in der Tunica Adventitia und im
Bereich der Vasa vasorum PDE-5-A-Enzymdichten Clusterformationen. Diese zeigten sich in
unterschiedlichen Auspridgungen. Je ausgeprigter die Fibrose war, umso mehr PDE-5-A-

Enzym dichtere Areale zeigten sich (++ bis +++) (s. Abb. 53).
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Abbildung 53: PDE-5A-Enzym-Farbung Vene, Nesterformationen im

Vasa vasorum (Pfeil), 40 x vergrofert

Praatherome, Atherome und Fibroatherome

In den atherosklerotisch verdnderten Gefdflen zeigte sich eine Verdnderung in der
Targetenzymdichte. In Prdatheromen zeigten sich ein verstrichener histologischer
GefiBschichtaufbau, sodass ein Ubergang von Tunica Intima und Tunica Media flieBend
erschien. Hierbei zeigten sich mittel bis stark angefdarbte PDE-5-A-dichte Areale (++ bis +++).
In unmittelbarer Ndhe zu Schaumzellen zeigten sich keine Cluster oder verdichteten PDE-5-A-
Zonen. In diesen Bereichen kam es eher zu einer Abnahme der Targetenzymdichte (+). Die
Enzymdichte in der Tunica Media bleibt im Bereich der Ubergangszone vor dem und im (Pri-
,Fibro-) Atherom konstant (++). Die Tunica Adventitia dieser betroffenen Gefd3e zeigte sich
ebenfalls von diesen Verdnderungen beeinflusst. Es zeigte sich eine erhohte (+ bis ++)

Targetenzymdichte (s. Abb. 54).
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Abbildung 54: PDE-5-A-Enzymfarbung Arterie mit Atherom, 20 x vergrofert
mit Tunica Intima (*), Tunica Media (#) und Tunica Adventitia (=)

mit Zunahme der PDE-5-A-Enzympositivitdt nach peripher
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5. Diskussion

Die Symptome der pulmonalen Hypertonie konnen mit einer Vielzahl von Arzneimitteln
behandelt werden. Folgende Medikamentengruppen finden im klinischen Alltag als
Monotherapie Verwendung: PDE-5-Inhibitoren, Endothelin-Rezeptor-Antagonisten und
Prostacyclin-Analoga. Alle reduzieren den pulmonalen arteriellen Blutdruck (Ghofrani, 2006
und Olschewski, 2006). Allerdings reagieren nicht alle Patienten auf Monotherapien, da einige
Patienten eine sog. Drogen-Toleranz im Laufe der Zeit entwickeln. Klinische Studien zeigen,
dass die kardio-pulmonale Leistungsfdahigkeit von Patienten mit PH insbesondere durch
Kombinationstherapien verbessert werden kann (Hoeper, 2004). Deshalb sind durch unsere
Arbeitsgruppe Kombinationseffekte zweier dieser Wirkstoftklassen, den PDES-Inhibitoren und
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten, in einem Organbadmodell an humanen Pulmonalgefid3en
untersucht worden (Ried, 2014). Eine Kombinationstherapie aus Sildenafil (PDE-5-Hemmer)
und Bosentan (Endothelin-Rezeptor-Antagonisten) konnte die Vasokonstriktion der PA im
Vergleich zur Monoanwendung deutlich reduzieren (Ried, 2014). PDE-5-Inhibitoren und
Endothelin (ET)-Rezeptor-Antagonisten wirken allerdings auf unterschiedlichen Signalwegen
(Humper, 2004). Zahlreiche klinische, pharmakokinetische und tierexperimentelle
Untersuchungen zeigen dies auf (Humper, 2004 und Ried, 2014 und Sun, 2010). All diesen
Untersuchungen ist gemein, dass sie tiberwiegend PA in den Fokus ihrer Untersuchung setzten
und diese entnommenen Gefdf3e sind in Lungengewebeschnitten histologisch angefarbt worden
(Hall, 2011 und Humper, 2004 und Haworth, 1983). Durchgefiihrte Untersuchungen an
singuldr entnommenen Pulmonalarterien standen aus. In der vorliegenden Arbeit untersuchten
wir die enbloc und in einem Segment entnommenen PA. Wie die durchgefiihrte selektive
Literaturrecherche (s. Material und Methoden) zeigte, gibt es wenige Untersuchungen zur
Bestimmung der GefdBmorphometrie der singuldren Segmentgefafle. Neben der Entnahme der
PA, untersuchten wir auch die PV. Die Venen haben im Vergleich zu den Arterien im
Lungenkreislauf eine 200fache erhohte Compliance (Wanddehnbarkeit). Dies zeichnet sie als
Kapazititsgefa3e aus (Lang und Lang, 2007). In der Pathogenese der PH zeigt sich ein erhohter
Druck in den LungengefaBen. Dieser erhohte Lungendruck hat auf Dauer einen Einfluss auf die
Wandbeschaffenheit der PA (Humper, 2004). Da es zu den PV analog zu den PA wenig bis
keine vorherrschenden Untersuchungen tiber die grundlegende Gefalmorphometrie gibt,
wurden auch die PV untersucht, um auch fiir diese GefdBart die Gefalmorphometrie
beschreiben und bestimmen zu konnen. Die Anzahl der eingeschlossenen Patienten unserer

Studie (n=50) ist im Vergleich zu anderen Studien, die sich mit immunhistologischen
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Fragestellungen beschéftigen (Haworth, 1983 und Allen, 1993 und Rosenzweig, 2004) und im
Durchschnitt zwischen sieben bis 20 Patienten in ihrer Untersuchungsgruppe einschlief3en, in
der Anzahl erhoht. In den genannten Studien wurden vorwiegend Lungengewebe von
Kleinkindern und Heranwachsenden entnommen und histologisch untersucht. Hierbei handelte
es sich stets um erkrankte Lungengefien (IPAH), auf denen histopathologische und
immunchemische Grundlagen gebildet worden sind (Haworth, 1983 und Humper, 2004). Die
Aussagekraft dieser bisher gewonnenen Erkenntnisse, die durch Untersuchungen an durch
verschiedene Krankheiten histologisch verdnderten GefdBle durchgefiihrt und gewonnen
worden sind, scheint hierdurch eingeschrénkt zu sein. Diese Erkenntnisse kdnnen daher aus
histopathologischer Sicht nicht als Grundlage zur Beschreibung der normalen
Gefallmorphometrie bei gesunden Patienten zur Anwendung kommen. Hierbei ldsst sich nicht
auszuschlieBen, dass diese erkrankten GefdBarten andere histopathologische und
immunchemische Verdnderungen aufweisen und somit die Ergebnisse verfalschen konnten.
Dies war der Anlass zur Untersuchung zur Bestimmung der grundlegenden

GefaBmorphometrie bei den enbloc entnommenen Segmenten der PA und PV.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser histologischen Untersuchungen zeigen eine Ahnlichkeit im
Autbau der PA und PV. Beide GefédBarten haben die gleiche Gefd3konfiguration. Im Vergleich
zu den PV scheinen die PA in ihrer Gesamtanfarbbarkeit in den histologischen Préaparaten (HE,
Elastika van Gieson, Resorcin-Fuchsin mit Sirius-Féarbung) in der Farbintensitit ausgeprégter.
So zeigt sich in der HE-Férbung die Muscularis der PA dunkelrosa angefarbter als die
Muscularis der PV. Die Schichtdicke der zirkuldr verlaufenden glatten Muskelzellen der PV
erscheint diinnschichtiger ausgeprigt, somit haben die PV eine geringe Dichte an glatten
Muskelzellen aufgrund ihrer niedrigen Anzahl an glatten Muskelzellen in ihrer Tunica Media
als die PA in ihrer Tunica Media. Daher kann die PV im Vergleich zur PA dezenter in ihrer
Anférbbarkeit erscheinen. Die stiarkere Anfarbbarkeit der PA scheint durch die Anzahl der in
thr vorherrschenden glatten Muskelzellen beeinflusst zu sein. Dies konnte eine mogliche
Erklarung fiir die verstirkte Rolle der PA in der Pathogenese der PH sein (Humper, 2004). PA
haben von Grund auf eine erhdhte Anzahl glatter Muskelzellen in ithrer GefaBmorphometrie
und konnen daher von pathologischen Prozessen ausgeprigter als PV betroffen sein. Im
Vergleich zu den PA fanden sich in dieser durchgefiihrten Untersuchung in 20 % der PV im
Ubergang zwischen der Tunica Media und Tunica Adventitia a-SMA-positive Zellformationen.

Diese Zellformationen sind Clusterbilder glatter Muskelzellen. Diese Zellformationen kdnnen
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daher eine zusitzliche kontraktile Einheit abbilden, die bei der Regulation oder Verstarkung
der Vasokonstriktion in den betroffenen PV eine Rolle spielen konnte. Im Hinblick auf die
Pathogenese der PH konnten diese kontraktilen Einheiten als Wirkziel fiir die angewendeten
Medikamente dienen. Die dargestellten Untersuchungen zeigten auch, dass ein verdnderter
GefaBaufbau eine veridnderte GefaBmorphometrie zur Folge haben kann. Hierbei zeigten sich
vorwiegend Pathologien in Form von GefaBBwandverdickungen, Fibrosen, Artheromen oder
eine gesteigerte Neovaskularisation. Betroffen zeigten sich hiervon alle Gefdf3schichten. Bei
den beschriebenen Pathologien handelt es sich um atherosklerotische Verdanderungen. Diese
zeigten sich in dieser Arbeit in beiden GefdlBarten und in unterschiedlichen Auspriagungen. Die
hier beschriebenen Verdnderungen zeigen sich identisch mit den atherosklerotischen
Veranderungen in groflen Blutgefdlen, wie der Aorta oder Arteria subclavia (Ladich 2016).
Die atherosklerotischen Verdnderungen werden in sechs verschiedene Kategorien eingeteilt
(Stary 1995). In unseren Ergebnissen zeigten sich vermehrt GefaBwandverdnderungen gemif3
der AHA-Klassifikation (Stary 1995). Aber auch pridatheromgleiche und atheroméhnliche
Verdanderungen konnten wir in unseren makroskopisch unauffilligen Gefdflen beschreiben.
Anhand dieser Ergebnisse ldsst sich die Vermutung annehmen, dass nicht nur Gefdle des
groflen Korperkreislaufes von diesen pathologischen Verdnderungen betroffen sein konnen,
sondern auch wie in dieser Untersuchung gezeigt, Gefdle des Lungenkreislaufes. Zudem
konnten wir auch atherosklerotische Verdanderungen in den untersuchten PV beschreiben.
Hierbei ist davon auszugehen, dass diese pathologischen Verdnderungen einen Einfluss auf die
GefalBwandsteife dieser Gefdlle haben, was wiederum erneuter Ausgangspunkt fiir Prozesse der
Atherogenese sein kein (Schrodt, 2014). Vergleicht man die histopathologischen Ergebnisse
dieser Untersuchung mit vorangegangenen Studien zur histologischen Untersuchung zur
Beurteilung und Kategorisierung von Lungengewebe bei Patienten mit einer diagnostizierten
PH (Tuder, 2007 und Ewert, 1999), zeigen sich histologische Gemeinsamkeiten in den
beschriebenen pathologischen Verdnderungen. Erstmals wurde 1958 durch Heath und Edwards
Lungengewebe von Patienten mit einer diagnostizierten PH histologisch ausgewertet. Ergebnis
dieser durchgefiihrten Untersuchung war eine ausfiihrliche histologische Graduierung dieser
erkrankten Gefdlle (Heath, 1958), die sich in sechs Grade der unterschiedlichen
GefaBwandverdnderungen aufteilt. Diese Klassifikation findet noch heute in der Klinik
Anwendung und wurde durch Ewert et al. 1999 modifizert. Ewert untersuchte PA vom
elastischen und muskuldren Typ sowie Arteriolen und verwendete Lungengewebeschnitte. Er

zeigte auf, dass die PA von Patienten mit PH histologisch pathologische
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GefaBschichtverdnderungen in Form von Intima- und Mediaverdickungen, Fibrosen und eine
gesteigerte Neovaskularisation aufweisen. Zudem hat er durch immunchemische
Untersuchungen gezeigt, dass glatte Muskelzellen in der Pathogenese der PH eine
Schliisselrolle spielen. Denn je ausgepragter die Neomuskularisation der PA war, umso stirker
zeigten sich die GefiBwandverdnderungen. Die Folge ist eine hohere Graduierung dieser
betroffenen Gefdlle in das beschriebene Graduierungsschema. Zudem beschrieb Ewert das
Vorkommen atherosklerotischer GefdBlverdnderungen in Form von intimalen, fibrindsen
Plaques in den Pulmonalarterien (Ewert, 1999). Hiermit zeigte er auf, dass diese beschriebenen
histologischen Verdnderungen in PA von Patienten mit PH auftreten und sich somit als
histologisches Korrelat fiir das Vorliegen einer PAH erweisen konnen. Vergleicht man diese
histologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit denen von Ewert, so gibt es mehrere
Ubereinstimmungen in den beschriebenen pathologischen Verinderungen der Ewert-Gefile
und der hier untersuchten Geféaf3e. In dieser Untersuchung zeigten sich die gleichen durch Ewert
beschrieben pathologischen Verdnderungen. Allerdings konnten diese Veranderungen nicht nur
in PA, sondern auch in PV nachgewiesen werden. Bei Ewert kamen diese Pathologien
ausschlieBlich in PA vor. In dieser Untersuchung waren auch PV betroffen. Zudem zeigten sich
bei uns diese Ergebnisse bei Patienten, die an keiner diagnostizierten PH erkrankt waren. Es
handelte sich bei den entnommenen Gefden um makroskopisch und klinisch unauffillige
GefdBe. Es stellt sich daher die Vermutung, dass die beschriebenen pathologischen
Verdnderungen mit zunehmenden Alter einhergehen konnten, zumal es bei diesen
Verinderungen der GefiBmorphometrie ausgeprigte Ahnlichkeiten zwischen diesen und den
histologisch-atherosklerotischen Prozessen gibt und hierbei gilt das Alter in der Atherogenese
als ein wesentlicher Risikofaktor (Schrodt, 2014). Hierfiir konnen die beschriebenen Prozesse
der Atherogenese und des Remodellings sprechen. Zwar sind schon bei Kindern und
Jugendlichen leichte atherosklerotische Verdnderungen histologisch differenzierbar (Ladich,
2016), allerdings werden Lésionen der dritten und vierten Kategorie der AHA-Einteilung
(Stary, 1995), die sich auch in unseren histologischen Priparaten darstellen lieBen, tiberwiegend

histopathologisch bei Menschen mit erh6htem Lebensalter nachweisen lassen (Tuder, 2007).

Hier wirft sich die Frage, ob das Krankheitsbild der PH keine seltene Erkrankung (Humbert,
2009) sondern eine Erkrankung ist, die auch mit zunehmendem Alter einher gehen konnte.
Hierflir konnen die beschriebenen Prozesse der Atherogenese, des Remodellings und die

histologischen Ergebnisse dieser Arbeit sprechen. Ein weiterer Aspekt, der fiir diese Annahme
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sprechen konnte, ist die in dieser Untersuchung aufgezeigten atherosklerotischen
Verinderungen, die wiederum kardiovaskulédre Krankheiten wie KHK, Mikroangiopathien und
Thrombosen hervorrufen konnen (Schrodt, 2014). Allesamt sind dies Erkrankungen, die
vornehmlich die dltere Bevolkerung betrifft und ab der sechsten Lebensdekade fiir die hochste
Todesrate sorgt (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2016). Diese Erkrankungen betreffen
Arterien des groBen Kreislaufsystems wund verursachen eine Verdnderung ihrer
Gefamorphometrie (Ladich, 2016). Diese Verdnderungen zeigten sich auch in unseren
angefertigten histologischen Préparaten. Neben den PA zeigen die untersuchten PV selbige
histologische Verdnderungen. Sodass aus diesem histopathologischen Aspekt die Annahme,

dass die PH auch eine Alterserkrankung sein kann, moglich erscheint.

Die Erkenntnisse zur Bestimmung der GefaBmorphometrie dieser Arbeit bilden die Grundlage
fiir die Bewertung der durchgefiihrten immunchemischen Targetenzymuntersuchung und zur
Erfassung der immunhistochemischen Rezeptorenverteilung und -dichte in den angefertigten
Préparaten. Denn viele der bisher publizierten Studien zur Erkenntnisgewinnung der PH bzw.
immunhistochemischer Untersuchungen zur Targetenzymexpression der Medikamentenklasse
von PDE-5-Hemmern und Endothelinrezeptoreantgonisten, die bei der PH-Therapie
Verwendung finden, sind tierexperimentelle Untersuchungen, die vornehmlich an Méausen oder
Ratten durchgefiihrt worden sind (Kuc, 2006 und Toque, 2008 und Hunsmann, 2003). Im
klinischen Alltag ist es schwierig einen Zugang zur Gewinnung humaner pulmonaler
Gefallpraparate zu bekommen. Dies liegt zum einen an der niedrigen Anzahl potentieller
Patienten und zum anderen an den strengen Auflagen, die bei der Genehmigung moglicher PH-
Untersuchungen durch lokale Ethikkommissionen eingehalten werden miissen (Ramirez,
2015). Daher werden viele tierexperimentelle Untersuchungen durchgefiihrt. Hunsmann et al.
2003 untersuchte in seiner Arbeit mittels immunhistochemischer Methoden die
Rezeptorenverteilung von ETA und ETB-Rezeptoren in Rattenlungengefdflen. Hier zeigte sich,
dass bei diesen Tieren der Endothelin-A-Rezeptor an glatten Muskelzellen und an
Endothelzellen der Pulmonalarterien und an glatten Muskelzellen in Pulmonalvenen
nachgewiesen werden konnte. Die Expression des Endothelin-B-Rezeptors wurde in glatten
Muskelzellen der Tunica Media und in PA und PV gezeigt. Kuc et al. 2006 untersuchte Mause
mittels Autoradiographie. Kuc konnte in den untersuchten Madusen den ETA-Rezeptor in
glatten Muskelzellen und in Endothelzellen nachweisen. Der ETB-Rezeptor wurde anders als

erwartet, weder in glatten Muskelzellen der Versuchstiere noch in ihren Endothelzellen mittels
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Autoradiographie dediktiert. Diese Verteilungsdaten der Ratten- und MausegefiaB3e zeigen im
Vergleich zu den in dieser Unteruchung erhobenen Daten zwar Ahnlichkeiten zwischen der
tierexperimentellen und humanen Rezeptorenexpression. Allerdings zeigte sich in den Daten
dieser Untersuchung, dass beide Endothelin-Rezeptoren in humanen Gefaflen mit einer starken
Priferenz gegeniiber endothelialen und glatten Muskelzellen in der Tunica Intima und
Mediaschicht exprimiert werden. Hieraus ldsst sich vermuten, dass tierexperimentelle
Untersuchungen zur ETA und ETB-Rezeptorenexpression eine gewisse Grundaussage liefern.
Allerdings zeigen die hier erhobenen Daten an humanen Gefdllen eine erweiterte
Expressionstendenz als die in tierexperimentellen Untersuchungen gewonnen Erkenntnisse.
Dies kann hierbei auch fiir elektrophysiologische Untersuchungen gelten, die an gewonnenen
Tierpriaparaten durchgefiihrt wurden (Kuc, 2006). Diese liefern wichtige Grundkenntnisse und
daraus lassen sich mogliche Tendenzen zur Wirkungsweise der genannten
Medikamentenklasse ableiten. Allerdings sollten auch diese tierexperimentellen
elektrophysiologischen Untersuchungen mit Daten aus humanen Organbaduntersuchungen
(Ried, 2014 und Hoenicka, 2011) verglichen und erweitert werden. Die vorliegenden
Untersuchungen zeigen auf, dass weitere Untersuchungen an humanem Gewebe ausstehend
sind und die Daten aus der tierexperimentellen Forschung nur eine Grundtendenz mit
eingeschriankter Aussagekraft fiir diese Fragestellung liefern konnen. Ergénzend hierzu lasst
sich aus den erhobenen Erkenntnissen dieser Untersuchung iiber die Gemeinsamkeiten der PA
und PV in Bezug auf GefdBmorphometrie, GefaBBpathologien und Rezeptorenexpression und
deren Verdnderung bei auftretenden Gefallpathologien die Annahme ableiten, dass sowohl PA
als auch PV fiir kiinftige elektrophysiologische oder pharmakokinetische Untersuchungen als
Untersuchungsgegenstand geeignet sein sollten. Beide GefdBarten zeigten in der Histologie
eine similare GefaBmorphometrie und in der Targetenzymexpression als auch in der ETA und
ETB Rezeptorenverteilung ein &dhnliches Verteilungsmuster. Zudem konnten in beiden
Gewebearten histopathologische Verdanderungen aufgezeigt werden, die bei beiden GefédlBarten
in dhnlicher Weise mikroskopisch deketiert werden konnten. Diese Verdnderungen der
GefaBmorphometrie konnen daher einen simultanen Einfluss auf die Expression der drei
untersuchten Targetenzyme bzw. Rezeptoren haben. Dies zeigt auf, dass Pulmonalvenen nicht
mehr unabhéngig von den Pulmonalartereien betrachtet und untersucht werden sollten. Deshalb
sollten beide GefdBarten, wenn mdoglich, synchron untersucht werden, um noch genauere

Erkenntnisse aus kiinftigen Untersuchungen ableiten zu kénnen. Zudem konnen damit weitere
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Grundlagen geschaffen werden, um bereits erhobene Daten besser und genauer miteinander

vergleichen zu konnen.

5.1 Fehlerquellen

Bei der Auswertung von GefdBlen bzw. Gefalanschnitten nach Routinetechniken koénnen
histologische Artefakte auftreten. Vor allem glatte Muskelkontraktionsbénder sind sehr hiufig,
sowohl bei der Autopsie als auch bei chirurgisch entferntem Material betroffen. Diese kdnnen
als vaskuldre verzogene zwiebelschalen-dhnliche oder mehrschichtige Intima betroffenen
Arterien gesehen werden. Diese Artefakte (s. Abb. 55) treten auf, wenn entweder ein kleiner
Anteil des Gefdles traumatisch verschoben wird oder eine Kontraktion der glatten
Muskelzellen, die im Rahmen der Biopsie provoziert wird, auftritt. Nicht selten werden diese
Gefalle makroskopisch und histologisch mit thrombosierten oder verschlossenen Geféallen

verwechselt (Butany und Buja 2016).

Abbildung 55: verzogene Intima und Media e1

er Arterie (HE-Farbung in 200-fache

- & - e

Vergroflerung) (Butany und Buja 2016)

Die Membrena elastica interna ist in Arterien vom muskuldren Typ prominent und kann klar
definiert werden. Diese Schicht ist eine dicke, fenestrierte Schicht aus verwobenen elastischen
Fasern. Sie hat wellenféormige oder gewellte Erscheinung. Dies entsteht aufgrund kiinstlicher
Kontraktion und kann an Arterienabzweigpunkten und Gefdl3gabeln fehlen. Diese leeren

Bereiche konnen sich bei der histologischen Auswertung als Pathologien prisentieren. Sie
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konnen als Bereiche alter GefaBwandverletzungen interpretiert werden. Sogar dem Bild einer
ausgeheilten  Vaskulitis  entsprechen. Intimaverdickungen sind altersentsprechende
Veridnderungen und kénnen in einigen Gefdflen bis in die Tunica Media reichen bzw. diese auch
bereffen. Zudem kann aufgrund dieser altersentsprechenden Prozesse die klar definierte
Membrana elastica interna zerriittet, verkleinert oder auch mehrschichtig erscheinen. Auch sie
kann verkalken. Die Tunica Media muskuldrer Arterien unterliegt auch altersbedingten
Prozessen, sodass hier Mediafibrosen beschrieben werden. Geringgradige Degeneration der
Tunica Media sind einschlieBlich der elastischen Fragmentierung, der medialen Fibrosierung,
Nekrose sowie der extrazelluldiren Akkumulation von Glykosaminoglykanen normal und
zeigen eine Zunahme mit dem Patientenalter (Butany und Buja 2016). Durch die anhaltende
GefaBwanddehnung der glatten Muskelzellen kommt es voriibergehend zu einem transienten
erhohten Gefdltonus. Hilt die Dehnung lédnger an, so erfolgt eine Zelladaption der glatten
Muskulatur. Das Prinzip der plastischen Dehnung tritt ein, die Muskelzellen gewo6hnen sich an
thre neue Liange (Lang und Lang 2007). Sie teilen sich mitotisch und hypertrophieren. Im
Zytoplasma kommt Sekretgranula vor, sie kdnnen Glykosaminoglykane, Elastin und Kollagin
sezernieren (Schiebler und Korf 2007). Dariliberhinaus ist die Plastizitit von Endothelzellen
nicht auf organspezifische Phinotypen beschrdnkt, sondern gilt auch fiir die arteriell-venose
Differenzierung. Durch die Implantation von Quail-Arterien und Venen in Hithnerembryonen
wurde gezeigt, dass arterielle Endothelzellen Venen kolonisieren und umgekehrt und ihr
Genexpressionsprofil entsprechend anpassen kénnen (Moyon 2001, Othman-Hassan 2001).
Daher ist die phidnotypische Heterogenitit des Endothels vermutlich das Ergebnis einer

Kombination von genetischen und umweltbedingten Faktoren.

6. Schlussfolgerung

Schlussfolgernd ldsst sich mit unserer Untersuchung festhalten, dass es histologische und
immunchemische Gemeinsamkeiten zwischen PA und PV gibt. Bei der Pathogenese der PH
scheinen viele Faktoren eine Rolle zu spielen, die beide GefdBarten betreffen. Daher sind
kiinftige Untersuchen an beiden GefdBarten ausstehend, um die hier gewonnen Erkenntnisse zu
unterstreichen. Vasoaktive Peptide nehmen in der Pathogenese der PH eine Schliisselrolle ein.
In dieser Untersuchung wurden zwei Medikamentenklassen auf ihre Targetenzymexpression
bzw. Rezeptorenverteilung ndher untersucht. Neben Sildenafil und Bosentan konnen in
kiinftigen immunchemischen und Organbad-Untersuchungen weitere Medikamente, die die

vasoaktiven Peptide downregulieren koénnen, wie u.a Prostzykline, Kalziuminhibitoren und
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Biologicals untersucht werden. Ergdnzend hierzu sollte ein Augenmerk auf Faktoren, die bei
der Atherogenese eine Rolle spielen, gelegt werden und diese ndher untersucht werden. Denn
wie in dieser Untersuchung gezeigt wurde, scheint es einen moglichen Zusammenhang
zwischen der GefidBatherogenese und der Pathogenese der PH zu geben. Hier scheint u.a. die
NO-Synthetase in Bezug auf die endotheliale Dysfunktion und nachfolgend der CD-31-Ligand
eine Ubergeordnete Rolle zu spielen. Daher sollten in kiinftigen Untersuchungen diese
Zusammenhdnge betrachtet, hinterfragt und untersucht werden. Ein weiterer Aspekt dieser
Untersuchung zeigt sich in dem Zusammenhang zwischen Lebensalter und der Entwicklung
einer PH. Hier sollten ankniipfend klinische und histologische Untersuchungen erfolgen, um
weitere Erkenntnisse gewinnen zu konnen und die Frage nach einem mdglichen
Zusammenhang zwischen dem Lebensalter und der PH-Pathogenese zu finden und diesen niher
beschreiben zu konnen. Weiterhin bleibt die Vermutung offen, dass das Erkrankungsbild der
PH nicht zu den seltenen Erkankungen gezahlt werden sollte, sondern wie andere Erkrankungen
auch, die das kardiovaskuldre Gefdllsystem betreffen, klinisch hdufig auftreten und in der
frithen Krankheitsform stumm ablaufen. Zudem sollten die Erkenntnisse dieser Arbeit mit
Ergebnissen von Untersuchungen mit PH-Préparaten verglichen werden, um auch in diesem
Aspekt weitere Erkenntnisse liber die hier ausgewerteten Daten gewinnen zu kénnen und diese
in der klinischen Anwendung umsetzen zu konnen. Hierbei kdnnen die Erkenntnisse dieser
Arbeit genutzt werden, um daraus mogliche Parameter zur exakteren und detailierten
Risikostratifizierung, die bei einer PH ein wichtiges diagnostisches und auch therapeutisches
Werkzeug sind, definieren zu konnen. Aufgrunddessen kann eine Identifizierung von
Friihfaktoren, wie sie auch fiir beginnende atherosklerotische Veranderung angewandt wird,
moglich sein und sich daraus mogliche PriventionsmaBBnahmen ableiten lassen. Hierflir scheint
es, anders als im Vergleich zu der Erforschung internistischer Krankheitsbilder, die vor allem
das kardiovaskuldre System betreffen, ein reduziertes klinisches Interesse zu geben. Dazu
tragen womoglich die Tatsachen bei, dass die Erkrankung der PH zu den seltenen Erkrankungen
gezédhlt wird und als Raritdt im klinischen Alltag z&hlt. Mit den Erkenntnissen dieser Arbeit
und weiteren folgenden Untersuchungen, konnte sich das klinische Forschungsinteresse
steigern lassen und somit schneller niitzliche und addquate Therapien erschlieen, umso die

hohe Morbiditiat und Mortalitidt der PH reduzieren zu konnen.
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7. Zusammenfassung

Hintergrund dieser Untersuchung war die Erkrankung der PH, welche durch eine erhohte
Vasokonstriktion der Pulmonalgefile verursacht wird. Hiervon sind vornehmlich die PA
betroffen. Medikamente unterschiedlicher Wirkstoftklassen kommen hierbei zum klinischen
Einsatz. Eine experimentelle Untersuchung an humanen Pulmonalgefiflen aus der eigenen
Arbeitsgruppe hatte bereits gezeigt, dass eine Kombinationstherapie aus Bosentan
(Endothelinrezeptorantagonist) und Sildenafil (PDE-5-Hemmer) im Vergleich zur
Monoanwendung die Vasokonstriktion deutlich reduzieren kann. Diese ersten Ergebnisse
konnten die klinischen Erfahrungen untermauern, bei denen PH-Patienten durch eine
Kombinationstherapie ihre kardio-pulmonale Leistungsfahigkeit gesteigert werden konnte.
Ziel dieser Untersuchung war es ein histologisches und immunhistologisches Korrelat zur
Beschreibung der Substanzwirkung zu evaluieren, um deren Wirkweise klinisch besser
nachvollziechen zu konnen. Hierzu sollte mit der vorliegenden Untersuchung die
GefaBmorphometrie klinischer und makroskopisch unauffilliger PA und PV beschrieben
werden, damit diese fiir die anschlieBenden immunchemischen Untersuchungen der Préparate
zur Bestimmung der Targetenzymexpression als Grundlage dienen kann. Fiir diese
Untersuchung sind histologische und immunhistologische Priparate angefertigt worden.
Hierflir wurden 50 Patienten im Zeitraum von 2011 bis Anfang 2016 wéhrend einer elektiven
Lobektomie, Segmente von makroskopisch und klinisch-unauffilligen von PA und PV
entnommen. Eine Genehmigung fiir diese Untersuchung durch die lokale Ethikkomission des
Uniklinikums Regensburg war gegeben. Patienten, bei denen praoperativ eine PH diagnostiziert
wurde und Personen unter 18 Jahren, sind von dieser Studie ausgeschlossen wurden. Alle
teilnehmenden Personen wurden schriftlich aufgekldrt und haben dieser Untersuchung
schriftlich zugestimmt. Nach der Entnahme sind die entnommenen Gefdllsegmente nach
standardisierten Protokollen histologisch und immunchemisch im eigenen Labor aufgearbeitet
wurden. Hierfiir sind fiir die histologische Auswertung die HE-Farbung, Elastica van Gieson
Féarbung, Resorcin-Fuchsin und Sirius-Fiarbung angefertigt wurden. Fiir die immunchemische
Untersuchung von Bosentan wurden die Prdparate mit der ETA- und ETB-Rezeptor, fiir
Sildenafil mit der PDE-5-A-Enzymfarbung bearbeitet worden. Zuvor erfolgte eine selektive
Literaturrecherche in PubMed. Gegenstand dieser Recherche war die Frage nach aktuellen
Erkenntnissen tiber die Beschreibung der GefdBmorphometrie von PA und PV, die enbloc und
auf Segmentebene entfernt wurden. Eine bereits publizierte Vorarbeit zeigte sich hierfiir nicht.

Daher wurde die GefdBmorphometrie von PA und PV durch die Methodik der deskriptiven
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Anatomie und Pathologie ausgewertet und beschrieben. Hierbei zeigte sich fiir beide
GefaBarten ein homogener Gefdlaufbau aus den drei bekannten Schichten: Tunica Intima,
Tunica Media und Tunica Adventitia. Sobald sich diese homogene GefaBschichtaufteilung
verinderte, zeigten sich Anderungen in der GefiBmorphometrie. Hierbei fanden sich
pathologische Verdnderungen in Form von Atherosklerose. Diese Pathologien zeigten sich in
beiden untersuchten GefdBarten. Die Atherosklerose der Gefdl3e préasentierte sich in Form von
Wandverdickungen, Fibrosen, gesteigerter Neovaskularisierung und (Prd-) Atheromen.
Insgesamt waren 42 Prozent der Gefille hiervon betroffen. In einem weiteren
Untersuchungsschritt sind die erstellten Farbungen ausgewertet worden. Hierbei zeigte sich,
dass alle drei untersuchten Targetfirbungen in beiden GeféBarten nachgewiesen werden
konnten. Sowohl in PA als auch in PV fand sich die hochste Expression in Bereichen von
glatten Muskelzellen und Endothelzellen. War der Gefa3schichtaufbau homogen, so zeigte sich
ein homogenes Verteilungsmuster fiir ETA, ETB und PDE-5-A-Enzym. Verdnderungen der
Gefalmorphometrie hatten einen Einfluss auf die Targetexpression. So verdnderte sich die
ETA-Rezeptorverfairbung am stirksten bei histologisch gesichertem Atherom. Hierbei nahm
die Rezeptorendichte innerhalb der GefdBlidsion ab. Die ETB-Rezeptorexpression hingegen
verdnderte sich zugunsten des Atheroms. Im Vergleich zeigen sich beide
Endothlinrezeptoranfarbungen in Bezug auf die GefaBschichtexpression simultan. Allerdings
scheinen pathologische Verdnderungen in ausgeprigter Form einen unterschiedlichen Einfluss
auf beide Endothelinrezeptoren zu haben. Die PDE-5-A-Enzymexpression verdnderte sich nach

dem gleichen Muster wie der ETA-Rezeptor.

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Untersuchung mit publizierten histopathologischen
Arbeiten zur histologischen Klassifikation nach atherosklerotischen Verdnderungen (Vgl.
AHA-Klassifikation) und mit histologischen Graduierungen von Gefafverdnderungen bei PH
(Ewert, 1999), so sind viele Gemeinsamkeiten in der GefaBmorphometrie und in der
Beschreibung der pathologischen Verdnderungen zu finden. Sodass sich die Erkenntnisse, die
mit dieser Untersuchung gewonnen worden sind, sich auf kiinftige PH-Untersuchungen
iibertragen lassen konnten. Gegenstand dieser beschriebenen publizierten Arbeiten waren stets
PA. Erginzend hierzu ldsst sich durch diese Untersuchung die Annahme ableiten, dass fiir
zukiinftige Studien die PV Gegenstand klinischer Forschung werden sollten. Zwischen den PV
und PA zeigten sich immunhistologische Gemeinsamkeiten in der GefdBmorphometrie, der

Histopathologie und in der Targetenzymexpression.
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9. Anhang

9.1 Veroffentlichte Abstracts und Vortrige

Die Arbeit diente als Grundlage fiir Veroffentlichungen und Kongressprasentationen. Im
Folgenden sind die veroffentlichten Abstracts angehdngt. Im Anschluss folgt eine Auflistung

der bisher gehaltenen Kongressvortridge und Posterprisentationen.

Veroffentlichte Abstracts:

1. Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S (2016): Are
Pulmonary Veins an Equivalent Tool for Pharmacological Studies? — Histological Evaluation
of Wall Construction. Eur Surg Res 2016;57: 318

2. Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S (2016): Distribution
of Vasoactive Receptors in the Vessel Wall of Human Pulmonary Vessels —
An Immunohistochemical Study. Eur Surg Res 2016;57: 319

3. Hertling S, Lehle K, Ried M, Hofmann H.-S, von Siisskind-Schwendi M (2016): Sind
Pulmonalvenen den Pulmonalarterien gleichzustellen? Eine histologische Untersuchung.
Zentralbl Chir 2016; 141 - PP5

4. Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S (2016):
Vasomodulierende Rezeptoren an humanen Pulmonalgefdflen — eine immunhistochemische
Untersuchung. Zentralbl Chir 2016; 141 - FP2

5. Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S (2017): Targeted
Therapie der pulmonal-arteriellen Hypertonie — immunhistologische Aspekte. Eur Surg Res
Vol. 58, Suppl. 1, 2017

6. Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S (2017): Target
distribution of PDE-5-inhibitors and endothelin-1-antagonists in human pulmonary vessels —
an immunohistochemical study. Innov Surg Sci 2017; 2, (Suppl 1): s310-s326

7. Hertling S, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S (2017): Targetverteilung von
PDE-5-Hemmern und Endothelin-1-Rezeptorantagonisten in humanen Pulmonalgefédf3en — eine

immunhistochemische Untersuchung. Pneumologie 2017; 71(S 01): S1-S125
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(Kongress)Vortrage

1. Die Verteilung vasoaktiver Rezeptoren in humanen Pulmonalgefilen —
Immunhistochemische Untersuchung

Hertling S, Ried M, Lehle K, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S;

Orientierungstag Forschung 2015, 28.10.15, Uniklinikum Regensburg

2.Are Pulmonary Veins an Equivalent Tool for Pharmacological Studies? — Histological
Evaluation of Wall Construction

Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S; 20. Chirurgische
Forschungstage, 08.09. bis 10.09.2016, Magdeburg (internationaler Kongress) Distribution of

3.Vasoactive Receptors in the Vessel Wall of Human Pulmonary Vessels — An
Immunohistochemical Study

Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S; 20. Chirurgische
Forschungstage, 08.09. bis 10.09.2016, Magdeburg (internationaler Kongress)

4.Sind Pulmonalvenen den Pulmonalarterien gleichzustellen? Eine histologische Untersuchung
Hertling S, Lehle K, Ried M, Hofmann H-S, von Siisskind-Schwendi M;

25. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Thoraxchirurgie und 4. D-A-CH-Tagung
gemeinsam mit: Osterreichischer Gesellschaft fiir Thorax- und Herzchirurgie und
Schweizerischer Gesellschaft fiir Thoraxchirurgie, 29.09.2016 bis 01.10.2016, Freiburg

(internationaler Kongress)

5.Vasomodulierende Rezeptoren an humanen Pulmonalgefden — eine immunhistochemische
Untersuchung

Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S;

25. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Thoraxchirurgie und 4. D-A-CH-Tagung
gemeinsam mit: Osterreichischer Gesellschaft fiir Thorax- und Herzchirurgie und
Schweizerischer Gesellschaft fiir Thoraxchirurgie, 29.09.2016 bis 01.10.2016, Freiburg

(internationaler Kongress)
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6.Targeted Therapie der pulmonal-arteriellen Hypertonie — immunhistologische Aspekte
Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S; 134. Kongress
Deutsche Gesellschaft fiir Chirurgie, 21. Bis 24.03.2017, Miinchen

(internationaler Kongress)

7.Target distribution of PDE-5-inhibitors and endothelin-1-antagonists in human pulmonary
vessels — an immunohistochemical study

Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S; 134. Kongress
Deutsche Gesellschaft fiir Chirurgie, 21. Bis 24.03.2017, Miinchen

(internationaler Kongress)

9.2 Poster

Hertling S, Lehle K, Ried M, Hofmann H-S, von Siisskind-Schwendi M: Sind Pulmonalvenen
den Pulmonalarterien gleichzustellen? Eine histologische Untersuchung

25. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Thoraxchirurgie und 4. D-A-CH-Tagung
gemeinsam mit: Osterreichischer Gesellschaft fiir Thorax- und Herzchirurgie und

Schweizerischer Gesellschaft fiir Thoraxchirurgie, 29.09.2016 bis 01.10.2016, Freiburg

Hertling S, Lehle K, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S: Target distribution of
PDE-5-inhibitors and endothelin-1-antagonists in human pulmonary vessels — an
immunohistochemical study

134. Kongress Deutsche Gesellschaft fiir Chirurgie, 21. Bis 24.03.2017, Miinchen

Hertling S, Ried M, von Siisskind-Schwendi M, Hofmann H-S: Targetverteilung von PDE-5-
Hemmern und Endothelin-1-Rezeptorantagonisten in humanen Pulmonalgefilen — eine
immunhistochemische Untersuchung

58. Kongress der Deutschen Gesellschaft fiir Pneumologie und Beatmungsmedizin e.V.,

22.03.2017 bis 25.03.2017, Stuttgart
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DGT-Kongress 2016, Freiburg

Hintergrund. Klinische und pharmakologische Studien zur pulmonal-arteriellen Hypertonie
sind vorhanden. Allen gemein ist die Beschreibung eines optimalen Behandlungsregimes.
Pulmonalarterien (PA) nehmen eine zentrale Stellung ein.

Material und Methode. 50 Patienten wurde wihrend einer elektiven Lobektomie Segmente von
PA und PV entnommen und histologische Gefdaquerschnitte gefarbt (HE, Sirius, SMA). Dabei
handelt es sich um klinisch unauffillige GefaBabschnitte. Zwei Untersucher haben die
Préaparate unabhéngig und verblindet ausgewertet.

Ergebnis. Die HE-Farbungen von PA und PV zeigten den typischen Autbau eines Gefa3es mit
Intima, Media und Adventitia. In der Tunica Media beider Gefdllarten befand sich der hochste
Anteil an Kollagenfasern und glatten Muskelzellen. Hierbei zeigte sich, dass diese im
Verhiltnis zur Gefdl3grof3e anndhrend gleichwertig bei beiden Gefaltypen ausgepragt waren.
In 28 % der PV konnten glatte Muskelzellen als abgegrenzte Zellinseln (SMA-positiv) in derer
Tunica Adventitia nachgewiesen werden. Diese Zellinseln waren grofer, je stirker die
zugehorige Media schien. Innerhalb der drei GefdaBschichten konnten in beiden Gefaf3typen
Verdnderungen beobachtet werden (42 % Wandverdickungen und 20 % artherosklerotische
Auspragungen).

Schlussfolgerung. Diese histologische Untersuchung zeigt eine Ahnlichkeit im Aufbau der PA
und PV. Da bisher das Hauptaugenmerk auf der PA lag, sollte nunmehr auch der PV mehr
Beachtung geschenkt werden. Die beschriebenen abgegrenzten Zellformationen kdénnen fiir
eine kontraktile Einheit sprechen, sodass die Kontraktionsfdhigkeit beider GefdBarten dhnlich
ausfallen konnte. Fiir kiinftige pharmakokinetische Untersuchungen (Organbadversuche) wire
es sinnvoll beide GefdBtypen zu untersuchen. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden,
dass der Wandaufbau der Gefdfle und die beschriebenen Auffélligkeiten einen Einfluss auf die
Rezeptorverteilung haben und somit die Therapie und Wirkungsweise von Medikamenten

beeinflussen konnen.
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DGT-Kongress 2016, Freiburg

Hintergrund. Die pulmonale-arterielle Hypertonie (PAH) ist durch eine Erhéhung des
GefalBwiderstandes im Lungenkreislauf gekennzeichnet. Bei der Pathogenese nehmen
vasomodulierende Faktoren eine Schliisselrolle ein.

Material und Methode. 50 Patienten wurden wéhrend einer Lobektomie Segmente von
Pulmonalarterie (PA) und Pulmonalvene (PV) entnommen. Mittels Immunhistologie wurden
Endothelinrezeptoren ETa/ETb, sowie der Phosphodiester-5(PDES5)-Rezeptor untersucht. Zwei
Untersucher werteten die Gefdllschnitte unabhidngig und verblindet mit einem dafiir
konzipierten Auswertungsscores aus.

Ergebnis. Beide GefdBarten hatten ein dhnliches Anfarbeverhalten. ETa und ETb-Rezeptoren
farbten sich positiv (++) in allen Wandschichten. In Anlehnung an die Verdnderungen der
Wandschichten (z.B. Intimafibrose) zeigten sich in diesen Bereichen auch Verdnderungen in
der Rezeptordichte sowie deren Anfarbbarkeit. Pathologisch unauffillige Gefda3e prisentieren
ein homogenes Verteilungsmuster, wihrend dies in pathologisch verdnderten Bereichen sich
anderte. So verstirkte sich die Anfarbbarkeit zu stark positiv (+++) von Eta/Etb-Rezeptoren bei
Intimaverdnderungen. Dies wurde in PA und PV gleichermaBlen beobachtet. Eine leichte
postitve (+) Farbung des PDES- Rezeptors konnte in PA und PV in allen Wandschichten
dargestellt werden. Er zeigte eine schwéchere Verteilung in beiden Gefédllen als die Endothelin-
Rezeptoren. Bei vermehrter Neovaskularisation im peripheren GefaBBschnitt der PA verstirkte
sich das Auftreten des PDES-Rezeptors Richtung Gefdalllumen (++).

Schlussfolgerung. Die untersuchten Rezeptoren treten in allen Gefallschichten auf. Ein
Vorkommen auf einen Wandabschnitt allein scheint nicht der Fall zu sein. Bei strukturellen
Veridnderungen der GefdBwand erscheint die Rezeptorverteilung verandert. PA und PV zeigen
ein dhnliches Anfarbeverhalten fiir ETa-, ETb- und PDES5S-Rezeptoren, sodass
vasomodulierende Substanzen zur Therapie der PAH sowohl durch die Wirkung an PA als auch

an PV wirken konnen.
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