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Einleitung und Ziel

1 Einleitung und Ziel

Das Schwein ist in Deutschland das am haufigsten zu wissenschaftlichen Zwecken genutzte
Grolitiermodell. Von 2000 bis 2013 wurden jahrlich 14.218 £ 1.627 Schweine in der biomedi-
zinischen Forschung eingesetzt (BMEL, 2014). Aufgrund groRer physiologischer und mor-
phologischer Ahnlichkeiten des Kardiovaskulérsystems von Schwein und Mensch (Swindle
et al., 2012) ist das Schwein vor allem in der kardiovaskuldren Forschung etabliert (Hughes,
1986), wobei 43 % der Tiere (BMEL, 2013) in der Entwicklung und Erforschung von Medizin-
produkten Verwendung finden. Dabei werden neben konventionellen Schweinerassen in
zunehmendem Male Minipigs genutzt, die speziell fir die Anforderungen der biomedizini-
schen Forschung gezichtet wurden. Zu diesen Anforderungen zahlen ein geringer Platzbe-
darf, ein ruhiges Temperament, einfache Handhabbarkeit und das Erreichen eines relativ
niedrigen Adultgewichts (Svendsen, 2006).

In den letzten Jahren wurden mehrere Studien (Hiebl et al., 2009a; Hiebl et al., 2011; Hiebl
et al.,, 2010; Hiebl et al., 2009b; Mdller, 2010) publiziert, die auf Besonderheiten im Herz-
Kreislaufsystem der Géttingen® Minipigs (GM) hinweisen und daher fiir ein adaquates Ver-
suchsrefinement essentiell sind. In einer dieser Arbeiten wurden die biomedizinisch relevan-
ten Blutgefalstrukturen makromorphologisch charakterisiert, um eine Gro3enanpassung
kardiovaskularer Medizinprodukte an die Dimensionen im Tier zu ermdglichen. Die vorlie-
gende Arbeit knlpft an diese Studie an und hat zum Ziel, die biomedizinisch relevanten Blut-
gefalRe mikromorphologisch und -morphometrisch altersabhangig und bei ausgewahlten
Arterien und Venen, auch im Vergleich mit den entsprechenden BlutgefalRen der Deutschen
Landrasse, zu charakterisieren. Damit soll ein grundlegender Beitrag fur ein Versuchsrefi-
nement im Sinne des 3R-Konzepts von Russel und Burch geleistet werden.



Literaturteil

2 Literaturteil

2.1 3R-Konzept nach Russel & Burch

Das 3R-Konzept, das von den beiden Wissenschaftlern William Russel und Rex Burch unter
dem Titel ,The principles of human experimental technique“ vor 57 Jahren vero6ffentlicht
wurde, fordert die konsequente Umsetzung von drei MalRnahmen (Replacement, Reduction,
Refinement) im Rahmen der Tierversuchsplanung, um Belastungen bei den zu wissenschaft-
lichen Zwecken eingesetzten Tieren zu vermeiden oder wenigstens zu vermindern (Russell
and Burch, 1959).

.Replacement” bedeutet, dass alle Tierversuchsvorhaben dahingehend Uberprift werden
sollten, ob sie durch In-vitro-Alternativansatze ersetzt werden kdnnen. ,Reduction” steht fur
die Forderung, im Rahmen der Fallzahlplanung stets moderne Algorithmen der Biostatistik
einzusetzen. Damit soll sichergestellt werden, dass die Tierzahl je Versuch nur so gering wie
flr eine statistisch valide Ergebnisbeurteilung nétig angesetzt wird. Durch das ,Refinement”
bzw. die Optimierung des Versuchsansatzes sollen Belastungen fiur die Tiere soweit wie
mdglich reduziert werden, beispielsweise durch eine Reduktion der Komplikationsrisiken. Die
konsequente Umsetzung des 3R-Konzeptes ist eine zentrale Forderung der EU-Richtlinie
2010/63 zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere vom 22. Septem-
ber 2010 (EU, 2010), auf deren Basis 2013 das Tierschutzgesetz und die Tierschutz-
Versuchstierverordnung geandert wurden.

Um diesem Anspruch im Rahmen des Versuchsrefinements gerecht werden zu kénnen, ist
eine umfassende Fachkenntnis Uber die Tiermodelle erforderlich. Allerdings gibt es aktuell
bei den Minipigs nur wenige systematische Studien zu deren physiologischen und makro-
sowie mikromorphologischen Charakteristika.

2.2 Das Gottingen® Minipig als Tiermodell in kardiovaskuliren Studien

Das GM ist eine Kreuzung aus dem Minnesota Minipig, dem Vietnamesischen Hangebauch-
schwein sowie der Deutschen Landrasse. Es wurde erstmals 1960 an der Universitat Gottin-
gen gezlchtet, um fur biomedizinische /In-vivo-Studien ein Tiermodell zu etablieren, das dem
menschlichen Organismus morphologisch und physiologisch sehr ahnlich ist (Glodek and
Oldigs, 1981) und dabei ein sehr geringes Adultgewicht aufweist (Swindle et al., 2012).
Dadurch erhalten die GM immer mehr Bedeutung in Tierversuchen anstelle der konventio-
nellen Schweinerassen (z. B. Deutsche Landrasse), die aufgrund ihrer enormen Massezu-
nahme innerhalb kurzester Zeit nur begrenzt fur die Haltung in den Tierversuchsstatten in
Betracht kommen. Wahrend die GM mit ca. 22 Monaten ein Adultgewicht von etwa 45 kg
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aufweisen, besitzen die konventionellen Schweinerassen bereits mit ca. 4 Monaten das
gleiche Gewicht (Abd EI-Nabi, 1975; Bollen and Ellegaard, 1997; Koéhn et al., 2007;
Sambraus, 2011; Smidt and Kather, 1975; Tsutsumi et al., 2004).

Neben der Verwendung des GM fur Studien in der Dermatologie und Pneumologie, ist es in
der Blutgefal3¢forschung ein haufig verwendetes Tiermodell. Es wird unter anderem fir die
Entwicklung von Stents eingesetzt (Unterberg et al., 1995). Mittels dieser kleinen Implantate
wird zum Beispiel die Behandlung von Aneurysmen erméglicht (Ko et al., 2011), indem das
Implantat zur Stabilisierung operativ um das Blutgefall gelegt wird. Hierbei spielt es eine
wesentliche Rolle, die Grélke und den Aufbau der BlutgefaRe zu kennen, damit ein Verrut-
schen (Aydin and Sayin, 2009; Bolte et al., 2001) solcher Implantate vermieden werden
kann. Das gleiche gilt auch fur das Forschen mit Stents zur Behandlung von Gefallver-
schllissen mittels einer Stentangioplastie (Tsutsumi et al., 2001). Des Weiteren ist das GM in
der Kardiologie ein anerkanntes Tiermodell (Markert et al., 2009). Ein Ausschnitt Gber die
Verwendung der GM in der kardiovaskuldren Forschung der letzten 15 Jahren ist in Tab.1
dargestellt. Eine weitere bedeutende Rolle spielt das GM bei der Entwicklung pharmazeuti-
scher Substanzen (Authier et al., 2011), deren Wirkung z. B. auf das Endothel beschrieben
wird. Hierfur sind Kenntnisse Uber die physiologische Morphologie der BlutgefalRe essentiell,
welche durch histologische Untersuchungen erschlossen werden kénnen. Ebenfalls gilt das
auch fur Transplantationsversuche mit Organen und Geweben des GM (Lange et al., 1997),
hierbei spielt die GefaRadaption und somit die Kenntnis tber den Gefaltyp eine entschei-
dende Rolle.

Histologische Untersuchungen von Arterien (n = 41) 6-12 Monate alter GM (n = 17) wurden
in der Literatur bereits verdffentlicht, wobei die Arterien nach Erhebung charakteristischer
mikromorphologischer Eigenschaften entsprechenden Typen zugeordnet wurden. Es erfolg-
ten jedoch keine quantitativen Untersuchungen (Tanigawa et al., 1986a). Erst spater waren
vereinzelt Daten in In-vivo-Studien Uber die Blutgefalinnendurchmesser der GM zu finden.
Muller (2010) untersuchte sechs weibliche, etwa 12 Monate alte, praadulte GM (29,4 + 4,5
kg), 12 ebenfalls weibliche, praadulte GM mit 17 Monaten (28,3 + 3,0 kg) und 12 weibliche
adulte GM im Alter von ca. 21 Monaten (34,7 + 4,5 kg). Des Weiteren erfolgten von drei
adulten GM exemplarisch qualitative, histopathologische Untersuchungen (Miller, 2010). Die
nachfolgende Tabelle 1 dokumentiert einen Ausschnitt an Literatur der letzten 15 Jahre, in
denen das GM als Tiermodell in der kardiovaskularen Forschung Verwendung fand.
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Tab. 1: Ausschnitt an Publikationen der letzten 15 Jahre Uber kardiovaskulare Forschung mit dem GM

als Tiermodell

Autor(en), Jahr Indikation Anzahl, Geschlecht | Alter [Monate],
Masse [kg]

(Arana et al., 2014) Herzinfarkt n=18, k. A. k. A.

(Sun et al., 2012) Intraperikardiale n = 6, weiblich k. A., 25-34 kg

Katheterisierung

(Moroni et al., 2011)

Portkatheter

n = 20, mannlich

4-5 Monate, 9-12 kg

(Laursen et al., 2011a)

Herzarrhythmien

n =12, weiblich

k.A., 12 kg

(Laursen et al., 2011b)

Repolarisation des

Herzens

n = 2, weiblich

n = 2, mannlich

5 Monate, 10 kg

(Authier et al., 2011)

Herz-Kreislauf

n =4, mannlich

7 Monate, 13-15 kg

(Hiebl et al., 2011)

Mikrovaskulare For-

schung am Herzen

n = 18, weiblich

9 Monate, 35 kg

(Birck et al., 2011)

Koronargefalie

n =42, mannlich

2 Monate, k. A.

(Ko et al., 2011)

Aortenaneurysma

n =1, weiblich

9 Monate, 27 kg

(Hiebl et al., 2010) BlutgefaRanatomie n = 18, weiblich 16 + 4 Monate,
30.8 +9.0 kg
(Schuleri et al., 2008) Herzinsuffizienz n = 49, weiblich 12-13 Monate, 29 kg

(Popov et al., 2008)

Aorto-Coronarer
Venenbypass

n = 6, weiblich

11 Monate, 53 kg

(Stubhan et al., 2008)

Kardiovaskulare
Parameter

n = 3, weiblich
n =4, mannlich

12 Monate, 22-32 kg

(Maratea et al., 2006)

Blutgefallasionen

n =7, weiblich

n = 2, mannlich

2-12 Monate, k. A.

(Kuwahara et al., 2004)

Herzparameter

n = 6, mannlich

9-15 Monate, 17-26 kg

(Nahas et al., 2002)

Herzparameter

n = 6, weiblich

n = 6, mannlich

5 Monate, 8 kg
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(Tsutsumi et al., 2001) | Venentransplanta- n = 8, mannlich 8-10 Monate, 21-26 kg
tion

(Konrad et al., 2000) Sonografie flr Herz-, | n = 58, weiblich 6-8 Monate, 8-22 kg
Aortenmorphologie

(Fink et al., 2000) Blutkreislauf n =15, weiblich k. A., 25-35 kg

23 Die Deutsche Landrasse als Tiermodell in kardiovaskuldren Studien

Die Deutsche Landrasse (DL) ist eine konventionelle Schweinerasse, die fur ihre Robustheit,
gute Fruchtbarkeit und Frohwtichsigkeit bekannt ist. Sie entwickelte sich Ende des 19. Jahr-
hunderts aus deutschen Landrasseschweinen und wurde Mitte des 20. Jahrhunderts zur
Verbesserung ihrer zichterischen Eigenschaften mit hollandischen und danischen Landras-
seschweinen gekreuzt (Briggs, 1983). Schweine, wie auch die der DL, besitzen relativ grof3e
morphologische und physiologische Ahnlichkeiten zum Menschen. Daher sind sie haufig
verwendete Tiermodelle in der Forschung. Zum einen sind die Schweine der DL aufgrund
ihrer Haut gut geeignet fur dermatologische Untersuchungen, zum anderen werden sie auf-
grund der Ahnlichkeit des BlutgefalRsystems zum Menschen in der kardiovaskuléaren For-
schung eingesetzt (Swindle and Smith, 1998). In Tabelle 2 ist eine Auswahl an Literatur aus
den letzten 15 Jahren aufgefiihrt, in denen die Schweine der DL in der kardiovaskularen
Forschung Verwendung fanden.

Herz- und Gefalileiden zahlen seit vielen Jahren zu den flihrenden Erkrankungen des Men-
schen (WHO, 2015). Zur Erlangung von Kenntnissen Uber solche Herz- und Gefalerkran-
kungen wird die DL unter anderem in der Herzklappenforschung (Bader et al., 1998), in der
Gefaltransplantationsforschung (Bader et al., 2000) und auch Bypass- sowie Stentforschung
eingesetzt. Dabei kommt es vor allem zum Einsatz von praadulten Tieren mit einer Masse
von ca. 30 kg. Bei Langzeitversuchen ist von Nachteil, dass diese Rasse sehr schnell wachst
und Implantate, die nicht mitwachsen, unbrauchbar werden.
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Tab. 2: Ausschnitt an Publikationen der letzten 15 Jahre Uber kardiovaskuldre Forschung mit Schwei-

nen der DL als Tiermodell

Autor(en), Jahr Indikation Anzahl, Geschlecht | Alter [Monate],
Masse [kg]
(Weymann et al., 2014) | Herzklappen n =40, k. A. k. A.
(Foltys et al., 2013) Mikrozirkulation, n=15 k. A. k. A., 32 kg
Perfusion
(Aksakal et al., 2012) Blutdruck n=11, k. A. k. A., 6 kg

(Matschke et al., 2012)

Extrakorporale Zir-
kulation

n = 16, mannlich

3 Monate, 33kg

(Happel et al., 2012)

Extrakorporale Per-

fusion

n=39, k. A.

k. A.

(Harig et al., 2011)

Myokardrevaskulari-

sation

n = 20, mannlich

4 Monate, 40 kg

(Weymann et al., 2011) | Dezellularisierung n =12, weiblich k. A.
von Herzen
(Hein et al., 2009) Erfassung des Herz- | n =7, weiblich k. A.
volumens
(Baumert et al., 2009) Herzinfarkt n = 36, weiblich k. A., 33 kg
(Abdel-Rahman et al., Herzfunktion nach n=12, k. A. k. A., 51 kg
2007) Bypass-Operation
(Uhlmann et al., 2005) | Mikrozirkulation n = 16, weiblich k. A., 23 kg
(Scholz et al., 2004) Herzchirurgie n =20, k. A. k. A.
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(Strotmann et al., Vaskulare Reakti- n=12, k. A. k. A., 35 kg
2002) onsfahigkeit und

Morphologie nach

Trauma
24 Besonderheiten in der Anatomie des BlutgefiRsystems beim Gottingen®

Minipig

Beim GM (n = 18) konnte in computertomographischen Untersuchungen festgestellt werden,
dass es einige Abweichungen im BlutgefalRsystem bezlglich der bekannten Anatomie des
Schweines gibt (Hiebl et al., 2010). Dabei wurde bei 16 GM sichtbar, dass die beim Schwein
normalerweise doppelt angelegte V. subclavia in dreifacher und sogar vierfacher Weise
auftrat, sowohl uni- wie auch bilateral. Variabilitdt zeigte sich auch bei den Nierenarterien.
Eine doppelt angelegte V. renalis trat bei einem GM auf. Diese zusatzlichen, am Hauptgefal
parallel entlanglaufenden Blutgefalie, besitzen kleinere Durchmesser, sodass es z. B. bei
der Anwendung von Portsystemen zu Problemen kommen kann (Brener et al., 1974).
Ebenfalls zeigte sich, dass der Ursprung der A. renalis dextra zur A. renalis sinistra variieren
kann. Bei 55,6 % der untersuchten Tiere entsprang, wie zu erwarten, die rechte Nierenarterie
kranial der linken Nierenarterie aus der Aorta abdominalis. Bei den anderen Tieren ent-
sprangen die beiden renalen Arterien jedoch auf gleicher Héhe (11,1 %) bzw. sogar die rech-
te kaudal der linken (33,3 %). Der Verlauf am Nierenhilus zeigte sich auch variabel (22,2 %
ventral von der V. cava caudalis). Solche Variabilititen von NierengefalRen erschweren eine
Standardisierung bei der Applikation von Stents. Bezliglich des ventdsen Anteils des Blutge-
falsystems konnten bei einigen Tieren Inselbildungen im Bereich der V. cava caudalis (27,8
%), der V. iliaca communis (11,1 %) und der V. linguofacialis sinistra (5,6 %) als ausgeblie-
bene embryonale Rickbildung beobachtet werden (Miller, 2010).

Ab einem Alter von 17 Monaten andern sich die Durchmesser und Langen relevanter Blutge-
falke nicht mehr, trotz deutlicher Massezunahme der GM bis zum 21. Monat (Mller, 2010),
sodass in Langzeitstudien stabile Zustande vorausgesetzt werden kdnnen.

Zur mikromorphologischen Charakterisierung der Blutgefalie lassen sich keine systemati-
schen Datensatze finden.
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25 Histologie der Arterien

2.5.1 Struktur und Aufbau

Arterien sind im Organismus die Blutgefalde, die das Blut vom Herzen wegflihren (Géppert,
1926; Stollberger, 2014). Diese Blutgefalle besitzen je nach Lage und Funktion einen ent-
sprechenden Aufbau, wobei der Grundaufbau lberwiegend derselbe ist. Prinzipiell bestehen
die Arterien aus drei Schichten. Die innerste bzw. lumennahe Schicht ist die Tunica intima,
auch als Tunica interna oder kurz Intima bekannt. Diese Schicht besteht wiederum aus drei
wesentlichen Strukturen. Zum einen aus einer einzigen Lage parallel in Richtung des Blut-
flusses angeordneter Endothelzellen, die auch als Lamina endothelialis bezeichnet wird.
Zum anderen aus dem darauf folgenden bindegewebigen Stratum subendotheliale und der
darauf liegenden Membrana elastica interna. Diese kann doppelt und unterbrochen angelegt
(French et al., 1963; Pinto et al., 1998; Solanes et al., 2005) sein und besitzt eine durchgan-
gige Basalmembran, welche die Intima von der Media trennt (Benninghoff, 1927).

Die mittlere Schicht der Arterien, die Tunica media, ist die grofite Schicht der Arterien.
Grundsatzlich besteht diese Schicht aus kollagenen und elastischen Fasern, sowie glatten
Muskelzellen. Je nach Funktion und Lage des Blutgefaes, sowie je nach Spezies, variiert
der Anteil dieser Strukturen (Benninghoff, 1927; Thienel, 1902). Bei herznahen Arterien,
besteht die Tunica media Uberwiegend aus elastischen Fasern. Der Anteil an glatten Mus-
kelzellen ist dagegen relativ gering. Bei den herzfernen Arterien, die eine Gberwiegend blut-
druckregulierende Funktion besitzen, ist das Verhaltnis dieser beiden Strukturen umgekehrt.
Daraus ergibt sich, die Arterien in entsprechende Typen einzuteilen. Man unterscheidet die
Arterie vom elastischen und dem muskuléren Typ sowie dem Mischtyp, welcher den Uber-
gang zwischen beiden darstellt (Thienel, 1902). Als abschlieRende Struktur der Tunica media
ist die Membrana elastica externa zu nennen, die unterschiedlich ausgepragt sein kann
(Acar et al., 1991; Tanigawa et al., 1986a). In einigen Arterien, wie den Herzkranzgefalien,
kann sie im Alter jedoch fehlen (Gross et al., 1934).

Die dritte und nach auf3en abschlieRende Schicht ist die Tunica adventitia. Diese lockere
Bindegewebsschicht, die auch als Tunica externa bezeichnet wird, enthalt zahlreiche Struk-
turen, wie kleine Gefalde (Vasa vasorum), Nervenbundel und Zellen (Pinto et al., 1998). Sie
dient als Verschiebeschicht zu angrenzenden Geweben und ist je nach Lage des Blutgefa-
Res unterschiedlich ausgepragt (Benninghoff, 1927; Thienel, 1902).

Durch Witters und Tonars (2012) Untersuchungen an Blutgefalien von Schweinen wird be-
statigt, dass die oben genannten drei Wandschichten im Laufe des Wachstums Veranderun-
gen unterliegen. Mit Hilfe lichtmikroskopischer Untersuchungen an Blutgefalien von Schwei-
nen zeigten sie, dass unter anderem die einzelnen Wandschichtdicken und die Durchmesser
mit dem Alter physiologischerweise zunehmen und auch die einzelnen BlutgefalRabschnitte
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je nach Lage sich voneinander in ihrer Morphologie unterscheiden (Witter and Tonar, 2012).
Auch die extrazelluldre Matrix verandert sich im Laufe des Wachstums bzw. des Alters. Die
kollagenen Fasern in der Tunica media des Menschen verandern sich zum Beispiel in ihrer
Struktur und degenerieren teilweise im Alter. Dabei ergaben sich Unterschiede in den Be-
obachtungen zwischen mannlichen und weiblichen Probanden (Gudiene et al., 2007). Tabel-
le 3 ist ein Auszug der bisher ermittelten Daten Uber die Dicken der BlutgefaRwandschichten
unterschiedlichster Gefalle unter Verwendung verschiedener Messmethoden.

Tab. 3: Ubersicht tber die Dicke der BlutgefaBwand ausgewahlter BlutgefalRe mit der Unterscheidung:

Intima-Media-Dicke, Media-Dicke und komplette Blutgefalwand

Autor(en), Spezies BlutgefaR Parameter, Werte
Jahr Messmethode [mm]
(Maller, 2010) | Schwein (GM) | Aorta thoracica Mediadicke, 1,8
histologisch
Aorta abdominalis 0,8
A. carotis communis 0,7
A. renalis 0,3
A. femoralis 0,3
(Tamura et al., | Mensch (Kind) | A. carotis communis | IMT, Sonografie 0,4
2011)
(Juonala et al., | Mensch (Er- A. carotis communis | IMT, Sonografie 0,6
2005) wachsene)
(Zimmermann, | Schwein Aorta ascendens Wanddicke komplett, | 1,6
1926) histologisch
Aorta abdominalis 1,4
A. carotis com. dext- 0,6
ra




Literaturteil

A. mesenterica cra- 0,8
nialis
A. iliaca dextra 0,6

2.5.2 Innendurchmesser

Der physiologische Blutgefallinnendurchmesser ist fir den menschlichen und tierischen
Organismus wesentlich flr einen optimal funktionierenden Blutkreislauf. Ist er pathologisch
verengt, kann es zu schweren Herz-Kreislauf-Erkrankungen kommen (Varleta et al., 2013).
Grundsatzlich ist der BlutgefalRinnendurchmesser ein wichtiger diagnostischer Parameter. Er
dient unter anderem bei der Bestimmung eines kardiovaskularen Risikos als diagnostische
Hilfe (Lang et al., 1994; Tamura et al., 2011).

Bereits 1926 schrieb Zimmermann Uber vergleichend anatomische Untersuchungen am
Huftier unter der Betrachtung des Umfangs, des Durchmessers und der Wanddicke von
Arterienstdammen. Dabei stellte er fest, dass mit den Kérpermalien wie Hoéhe, Lange und
Masse der Umfang und die Weite innerhalb einer Rasse bei gleichem Alter zunahm. Zwi-
schen den Rassen gab es ebenfalls Unterschiede (Zimmermann, 1926).

Dabei variieren die BlutgefalRinnendurchmesser gesunder Arterien auch je nach Lage dieser
im Organismus relativ stark. Die groRlumigen Arterien gehdren zu den herznahen Arterien,
die einen relativ hohen Anteil an elastischen Fasern, aber eine im Verhaltnis zum Gesamt-
durchmesser dinnere Wand, besitzen. Dagegen befinden sich die verhaltnismafig kleinlu-
migeren Arterien v.a. in der Peripherie und besitzen einen relativ hohen Anteil an glatten
Muskelzellen und eine relativ dicke Wand. Der BlutgefaBinnendurchmesser verandert sich im
gesunden Organismus je nach Lagerung und Bewegung, um entsprechende Druckverhalt-
nisse aufrechtzuerhalten, damit eine ausreichende Durchblutung der Organe erfolgen kann
(Buckner et al., 1999; Miller, 2010).

Anhand von computertomografisch unterstiitzten Aufnahmen von Arterien der GM konnte in
vivo gezeigt werden, dass vor allem herznahe Arterien zwischen dem 12. und 17. Lebens-
monat eine GroRenzunahme ihres Innendurchmessers von 19 % zu verzeichnen hatten,
wahrenddessen beispielsweise beim Arcus aortae das Langenwachstum ca. 25 % betrug. Es
erfolgte ab dem 17. Lebensmonat der Minipigs kein signifikantes Wachstum der Innen-
durchmesser mehr. Bei Lagerung der Schweine von Bauch- in Rickenlage zeigten die Arte-
rien keine signifikanten Anderungen der Durchmesser (Miiller, 2010).

Es kann jedoch durch biochemische Prozesse zu einer krankhaften Verkleinerung des In-
nendurchmessers von Arterien kommen. Um einer solchen Verengung entgegenzuwirken,
wie es z. B. bei der Arteriosklerose der Fall ist, werden mittlerweile relativ haufig Stents ein-
gesetzt (Dalloul et al., 2013). Jedoch auch die Erforschung dieser Stents in den Blutgefalen
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von Schweinen und Menschen fuhrt in den Versuchen zu Problemen. Sollen sie eigentlich
Verengungen im krankhaft veranderten Blutgefald aufheben, kénnen sie selbst Granulome
verursachen und GefalRwande schadigen (Shaffer et al., 1998; Wilson, 2011). Dass es zum
Wandern von Stents in BlutgefaRen kommen kann, beschreiben Shaffer et al. als Komplika-
tion beim Menschen (Shaffer et al., 1998).

Neben Blutgefalverengungen kann es jedoch auch zu BlutgefalRerweiterungen kommen.
Aneurysmen entstehen durch Schwachung des Gewebes der Arterie, v.a. verursacht durch
arterielle Hypertonie. Relativ haufig ist davon die Aorta betroffen (Lindholt, 2010). Die nach-
stehende Tabelle 4 enthalt eine Ubersicht von BlutgefaBinnendurchmessern medizinisch
relevanter BlutgefaRe vom Menschen und vom Schwein und den damit verbundenen Mess-
methoden.

11
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Tab. 4: Ubersicht tiber die Innendurchmesser ausgewahlter BlutgefaRe verschiedener Spezies

Autor(en), Jahr | Spezies Blutgefal Parameter, Werte
Messmethode [mm]
(Mller, 2010) Schwein Aorta ascendens Durchmesser, 19,3
(GM) in vivo (CT)
Aorta thoracica 12,1
Aorta abdominalis 6,3
A. carotis com. dextra 6,6
A. mesenterica cranialis 6,6
A. renalis dextra 7.3
V. cava caudalis 10,9
(Bundi et al., Mensch V. cava inferior (Leber- | Durchmesser, in situ | 28,0
2009) abschnitt/ HIVC) aus Umfang errech-
net
(Mitchell et al., Mensch Aorta Durchmesser, So- 30,0
2008) nografie
(Zimmermann, Schwein Aorta ascendens Durchmesser in situ | 15,2
1926)
Aorta thoracica 10,3
Aorta abdominalis 6,1
A. carotis com. dextra 4,4
A. mesenterica cranialis 3,7
A. renalis dextra 2,4
A. iliaca dextra 3,2
2.6 Histologie der Venen
2.6.1  Struktur und Aufbau

Venen sind die BlutgefalRe, die das Blut von den Organen zum Herzen hinfuhren. Sie verlau-
fen in der Regel parallel zu ihren gleichnamigen Arterien. Es gibt sehr grof3e Venen im Orga-
nismus ohne Venenklappen und es gibt die etwas kleineren, aber dennoch als grof3e Venen
bezeichneten Blutgefalie (v. Kligelgen and Zuleger, 1958). Diese besitzen in unterschiedli-
cher Auspragung Venenklappen, welche einen Rickfluss des Blutes in die Peripherie ver-
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hindern (Anderhuber, 1984; Mihlberger et al., 2009; v. Kligelgen and Zuleger, 1958). Venen
besitzen einen ahnlichen Aufbau wie Arterien, sind aber nicht ganz so deutlich strukturiert
wie diese. Die Venen besitzen ebenfalls eine Tunica intima, jedoch nicht immer eine Memb-
rana elastica interna. Die Tunica media ist nicht so deutlich strukturiert und bildet ein ,mus-
kelelastisches System®. Eine Tunica externa ist auch vorhanden, jedoch zum umliegenden
Bindegewebe nicht deutlich abgrenzbar (S&elkunow, 1935).

2.6.2 Innendurchmesser

In CT-unterstitzten Aufnahmen von GM konnte gezeigt werden, dass die BlutgefalRinnen-
durchmesser v.a. herznaher Venen und der V. portae zwischen dem 12. und 17. Lebens-
monat bis zu 19 % zunahmen. Die GréRenzunahme stagnierte zwischen dem 17. und 21.
Monat, wahrend die Kérpermasse in diesem Zeitraum noch um 23 % zunahm. Ein abwei-
chendes Verhalten zeigte die Vena jugularis interna, deren BlutgefalRinnendurchmesser
zwischen dem 12. und 17. Lebensmonat abnahm. Ebenfalls kam es zur Lumenverkleinerung
der Venen bei Lagerung der GM von Bauch- in Ruckenlage mit der Begrindung Uberstreck-
ter langsverlaufender und durch Gewebe komprimierter Venen. Die Blutgefalinnendurch-
messer der Venen sind in der Regel immer etwas groRRer als die parallel dazu verlaufenden
Arterien (Muller, 2010).

Pathologisch verandert kdnnen die Innendurchmesser der Venen durch relativ selten vor-
kommende Aneurysmen sein. Diese kdnnen angeboren sein oder durch Traumata entste-
hen. Ebenso kann es, wie bei den Arterien, zu Stenosen kommen. Auch hier kbnnen Kompli-
kationen entstehen, wenn nach chirurgischer Therapie Stents migrieren (Dolezal et al.,
2012).

2.7 Veranderungen der BlutgefaBe nach experimentellen Eingriffen

Aufgrund der zahlreichen BlutgefaRerkrankungen beim Menschen gibt es viele chirurgische
Eingriffe als Therapie direkt am Blutgefal. Voraussetzung flr erfolgreiche Therapien ist das
experimentelle Forschen an den Blutgefalen direkt am Menschen oder an entsprechenden
Tiermodellen. Kommt es beispielsweise zu einer Stenose eines Blutgefalies, kann diese
chirurgisch zunachst mit Hilfe eines Katheters (Ballonkatheter, rotierender Katheter) behoben
werden. Um das Gefalllumen wieder langerfristig erhalten zu kénnen, werden Gefallprothe-
sen (Stents) eingesetzt (Aydin and Sayin, 2009). Alternativ bietet sich die Umgehung des
Gefalverschlusses durch die Verwendung von Bypassen an (Che et al., 2016).
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Bei der experimentellen Manipulation am Blutgefa®, beispielweise mit Gefaliprothesen
(Stents), Kathetern, Bypassen etc., kann es zu Veranderungen an den GefalRwanden kom-
men. Diese Veranderungen sind teilweise gewlnscht und kdnnen unbedeutend sein oder sie
sind pathologisch und somit entscheidend flr den weiteren Verlauf.

Beim Legen von Stents kommt es innerhalb dieser Prothese und am Ubergang zum Blutge-
fal zur Ausbildung einer Neointima, die aus kollagenem Bindegewebe mit wenig Zellen
besteht und erwlinscht ist (Hildebrandt, 2000). Ein Problem stellt sie jedoch dar, wenn sie so
stark wachst, dass es zu einem erneuten Gefallverschluss (Restenose) (Shaffer et al., 1998)
durch eine sogenannte neointimale Proliferation bzw. neointimale Hyperplasie (Gallo et al.,
1999; Kornowski et al., 1998; Strotmann et al., 2002) kommt. Diese ist ein Resultat entziind-
licher Prozesse mit Thrombozyten-vermittelter Muskelzellproliferation (Unterberg et al., 1995)
bzw. Beteiligung von Myofibroblasten (Hildebrandt, 2000; Komatsu et al., 1998).

Des Weiteren kann es bei vaskularen Eingriffen, wie der Angioplastie, zur Verletzung der
Tunica intima und somit zur Einblutung in die Gefallwandschichten kommen. Dies kann
wiederum zu Dissektionen fiihren, d. h. die Schichten der Blutgefallwand trennen sich
(Chunlai et al., 2012). Rein pathologisch kdnnen solche Dissektionen unter anderem bei
Bindegewebsschwache der Tunica media vorkommen, wie beispielsweise beim Ehlers-
Danlos-Syndrom (defektes Kollagen) oder beim Marfan-Syndrom (Mutation des Fibrillins
elastischer Fasern) oder einfach bei der altersbedingten Mediadegeneration (Gudiene et al.,
2007).

Zu einer Stentthrombose (Shaffer et al., 1998) und einer In-Stent-Neoatherosklerose kann es
ebenfalls im Rahmen einer Entzindung nach Verletzung der Tunica intima kommen. Dabei
sind bei einer Stentthrombose Uberwiegend Gerinnungsfaktoren (v.a. Fibrin), Erythrozyten
und Entzindungszellen (neutrophile Granulozyten, Thrombozyten) beteiligt und wenige eo-
sinophile Granulozyten. Die neoatherosklerotische Lasion besteht aus den atherotischen
Plagues mit Uberwiegender Beteiligung spezieller, schaumiger Makrophagen (Yamaji et al.,
2012).

Fistelbildungen bei chirurgischer Intervention benachbarter Blutgefalte werden in der Litera-
tur auch beschrieben. Diese Veranderungen an den Blutgefallen gehen mit der Verletzung
aller Gefalkwandschichten einher, wobei bei der Entstehung der Fistel von einem ahnlichen
Vorgang ausgegangen wird, wie bei der Entstehung von Atherosklerose (Jones and
Stehbens, 1995).

Bei einer Koronarangiografie, als invasives bildgebendes Verfahren der KoronargefaRe mit
Zugang Uber eine periphere Arterie, sind Gefaliverletzungen ebenfalls moglich. Die oben
bereits genannten Veranderungen an den BlutgefaRen sind mdglich, sowie die Entstehung
von GefalRwanderweiterungen (Aneurysmen-Bildung) und Hamatomen (Bennett and Wiener,
1965).
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2.8 Elektronenmikroskopische Untersuchungen der BlutgefdaBe an Schweinen und
anderen Spezies

Es gibt vereinzelt Studien Uber bestimmte Gefalle beim Schwein. Gerrity et al. (1977)
schrieben beispielsweise Uber den Aufbau der Endothelzellen der Aorta (Gerrity et al., 1977).
Sie aulerten sich auch Uber die Anordnung und Form der Endothelzellen. Dabei zeigten die
Endothelzellen starkere Uberlappungen in Regionen mit erhdhter Permeabilitdt, sie waren an
den Stellen kubisch und besalen kirzere Interdigitationen. Auch einige Zellorganellen, wie
das raue Endoplasmatische Retikulum, der Golgi-Apparat und Lysosomen waren in unter-
schiedlichen Anteilen je nach Region vorhanden. Weitere Unterschiede, die den subendothe-
lialen Spalt und die Glykokalyx betreffen, wurden ebenfalls beschrieben. Seifert (1962) be-
fasste sich ebenfalls mit der Schweineaorta. Er untersuchte alle drei Wandschichten und
beschrieb das Endothel als porenfrei mit einem breiten subendothelialen Raum und darin
enthaltenen Mesenchymzellen und Fibrozyten. Eine Membrana elastica interna konnte nicht
gesehen werden (Seifert, 1962). Ebenfalls geht Seifert auf den Aufbau der Tunica media und
der Tunica adventitia ein, wobei er den Ubergang der beiden Schichten zueinander als un-
scharf bezeichnete und auch keine Membrana elastica externa identifizieren konnte. Aus-
fuhrliche Untersuchungen zur Membrana elastica interna und externa wurden von Kwon et
al. (1998, 1999) an den Koronararterien des Schweines vorgenommen und die morphologi-
schen Veranderungen (Fenestration, Schwund an Elastin) notiert, die unter einem hohen
Cholesterolwert entstanden (Kwon et al., 1999; Kwon et al., 1998). Es gibt einige elektro-
nenmikroskopische Untersuchungen an BlutgefalRen des Menschen und verschiedenster
Tierarten. Sims et al. (1989) beispielsweise untersuchten GefalRendothelien des Menschen
mit Hilfe lichtmikroskopischer, transmissions- und rasterelektonenmikroskopischer Verfahren
und stellten fest, dass die Tunica intima wahrend des Wachstums relativ konstant bleibt, die
Koronararterie jedoch schon in relativ jungem Alter eine Dickenzunahme der Intima durch-
macht. Als Besonderheit wird ebenfalls die diskontinuierliche interne elastische Membran
beschrieben, die unter anderem glatte Muskelzellen aus der Media ins Stratum subendothe-
liale einwandern lasst (Sims et al., 1989). In dieser Schicht wurden ebenfalls vereinzelt Fib-
rozyten, Histiozyten, Plasmozyten und Makrophagen nachgewiesen, sowie Grundsubstan-
zen mit eingelagerten kollagenen und elastischen Fasern, deren Masse mit dem Alter zu-
nimmt. Eine Basalmembran konnte beim Endothel groRer Arterien, wie der Aorta, nicht fest-
gestellt werden. Je kleiner die Arteriendurchmesser wurden, desto deutlicher zeichnete sich
dagegen eine Basalmembran ab (Reale and Ruska, 1965; Seifert, 1962).

Obwohl Endothelzellen verschiedenster Blutgefalte unter dem Lichtmikroskop relativ ahnlich
erscheinen, gibt es doch sehr starke Unterschiede an ihrem Gehalt an Zellorganellen und
Inhaltsstoffen und somit in ihrem Charakter mittels verschiedener Mechanismen im Orga-
nismus unter physiologischen Bedingungen oder in Experimenten zu reagieren.
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Beispielsweise konnten in In-vitro-Versuchen sogenannte Weible-Palade bodies in einigen
fetalen, isolierten Endothelzellen von Schweinen elektronenmikroskopisch nachgewiesen
werden, jedoch nicht mehr in den gleichnamigen adulten Blutgefalen (Plendl et al., 1996).
Bei trachtigen Ratten konnte gezeigt werden, dass in der Arteria uterina die Dichte der
Pinozytoseblaschen in den Endothelzellen und glatten Muskelzellen zunahm, wobei die
Dichtezunahme in den Endothelzellen grélier war (Senadheera et al., 2013). Etwas weniger
Zellorganellen (Mitochondrien, ,Blaschen®, Cytosomen, Lysosomen) beobachtete Hager in
seinen Versuchen an Endothelzellen von kleinen Arterien und Venen von Hirngefalien bei
Hamstern. Bei diesen BlutgefalRen und den Kapillaren zeigten sich die Endothelzellen und
die Basalmembran durchgangig (Hager, 1961).
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3 Untersuchte Tiere, Material und Methoden

Die Auswahl der 21 untersuchten Tiere (Anhang 9.10) erfolgte im Sinne der ,3R" nach Rus-
sel und Burch (1959). Diese Minimalanzahl an Tieren stammte aus anderen Forschungspro-
jekten und teils wurde das fur die Ausbildung der Studenten verwendete Material fir die
Probengewinnung genutzt. Die Organentnahmen wurden vom Landesamt fir Gesundheit
und Soziales Berlin (LaGeSo) genehmigt und im Rahmen des Anatomie-Unterrichts im Insti-
tut fur Veterinar-Anatomie der Freien Universitat Berlin sowie in den Forschungseinrichtun-
gen flur experimentelle Medizin auf dem Campus Virchow-Klinikum der Charité — Universi-
tatsmedizin Berlin (ISO 9001 zertifiziert) durchgefuhrt.

3.1 Tiere

Fir die histologischen Untersuchungen ausgewabhlter arterieller (n = 22) und venéser (n =
13) Blutgefalie (Tab. 5) wurden finf praadulte weibliche GM in einem Alter zwischen 17 und
18 Monaten und einer Masse zwischen 25 und 30 kg herangezogen. Flr den Vergleich im
Altersverlauf wurden exemplarisch Arterien (n = 6) und Venen (n = 4) von drei adulten (40
Monate) weiblichen GM mit 42,0 £ 1,7 kg Lebendmasse untersucht. Alle GM kamen vom
Unternehmen Ellegaard Géttingen® Minipigs A/S aus Danemark, einem Entwickler, Ziichter
und internationalen Vertreiber der Géttingen® Miniaturschweine. GM sind in Bezug auf Pro-
duktion, Gesundheit und Genetik definiert (Zertifikat Ellegaard Géttingen® Minipigs A/S). Fiir
die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde ein praadultes und drei adulte GM
beprobt.

Fir die Gegenuberstellung mit einem weiteren Tiermodell wurden fiir die Lichtmikroskopie
sechs und flr die Elektronenmikroskopie acht praadulte zwei Monate alte Schweine der DL
herangezogen. Diese zwei Monate alten Schweine mit einer Masse von 10,3 + 2,6 kg wur-
den fir den Vergleich im Altersverlauf innerhalb der DL-Schweine herangezogen. Dabei
besalien die drei Monate alten DL-Schweine (n = 7) mit 39,0 £ 2,5 kg eine fast identische
Masse wie die adulten GM. Diese Tiere stammten aus der Zucht des Instituts fir Tierernah-
rung aus dem Fachbereich Veterindrmedizin der Freien Universitat Berlin. Von allen DL-
Schweinen wurden die klinisch relevante A. carotis communis, A. und V. femoralis und die V.
jugularis externa untersucht.

Alle Tiere waren klinisch gesund und zeigten auch bei der BlutgefaRentnahme keine patho-
logischen Veranderungen.

In Anlehnung an die Dissertation von C. Muller (2010) wurden die Altersgruppen praadult
und adult der GM und DL in dieser Arbeit ebenfalls nach dem Kérpermassenverlauf entspre-
chend definiert. Demnach wurde als praadulte Phase der Zeitraum zwischen Absetzalter
(GM: 6 bis 8 Wo = 3-5 kg; DL: 3 bis 5 Wochen = 6-9 kg) und Erreichen des Alters mit maxi-
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maler Kérpermasse (GM: 20 bis 24 Monate = 40,0 £ 5 kg; DL: 2,75 Jahre = 275,0 £ 25 kQ)
bezeichnet. Als adulte Phase wurde der Zeitraum nach dem Erzielen der maximalen Kor-
permasse bezeichnet.

3.2 Entnahme der Blutgefale

Die ausgewahlten Schweine wurden von mehreren Arbeitsgruppen genutzt und nicht aus-
schliellich fir die vorliegende Studie euthanasiert.

Die Euthanasie erfolgte mittels intravendser Injektion von 6 mI/50 kg T 61 (Intervet Deutsch-
land GmbH, Unterschleilheim, Deutschland). Zuvor wurden die Tiere mittels 0,5 mg/kg
Azaperon (StresniITM, Janssen Animal Health, Neuss, Deutschland) und 10 mg/kg Ketamin
(Ursotamin™, Serumwerk Bernburg, Deutschland) in der Mischspritze intramuskular betdubt
und die Narkose durch intravendser Gabe in die Ohrvene von 0,5 mg/kg Azaperon und 10
mg/kg Ketamin vertieft.

Die Blutgefalle wurden sofort nach der Euthanasie an definierten Stellen entnommen (Tab.
5, Abb. 1 a, b, c). Bei der Praparation der Blutgefalte wurde auf Abweichungen im Blutge-
falverlauf und Duplikaturen geachtet und diese dokumentiert. Bei Vorhandensein von Dupli-
katuren wurde das jeweils groRere Gefal flr die Enthahme ausgewahlt. Bilateral angelegte
Gefalle wurden stets rechtsseitig prapariert.

Tab. 5: Entnahmestellen der Blutgefal3e fur die Histologie bei den 1préiadulten GM, Zadulten GM, DL

BlutgefaRe Orte der Praparation fiir lichtmikroskopische Untersu-
chungen

Aorta ascendens’? direkt vor der Abzweigung des Truncus brachiocephalicus

Arcus aortae’ zwischen Abzweigung des Truncus brachiocephalicus und

der A. subclavia sinistra

Aorta thoracica'? 5 cm kranial vom Hiatus aorticus des Diaphragmas
Aorta abdominalis? kaudal der A. mesenterica caudalis, kranial der A. iliaca
externa

1

Truncus brachiocephalicus’ | direkt nach Abzweigung vom Arcus aortae

Truncus bicaroticus' direkt kaudal der A. carotis communis dextra und sinistra
A. carotis communis*?? 2 cm kranial der Abzweigung vom Truncus bicaroticus
A. carotis externa’ direkt kranial der Abzweigungsstelle der A. carotis interna
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A. carotis interna’ direkt nach der Abzweigungsstelle von der A. carotis com-
munis

Truncus pulmonalis’ direkt Gber der Herzbasis

A. coeliaca’ direkt kaudal der Abzweigung aus der Aorta abdominalis

A. mesenterica cran.’ direkt kaudal der Abzweigung aus der Aorta abdominalis

A. mesenterica caud.’ direkt kaudal der Abzweigung aus der Aorta abdominalis

A. iliaca externa’ zusammen mit der A. iliaca interna und A. sacralis mediana,

direkt kaudal der Abzweigung aus der Aorta abdominalis

A. iliaca interna’ zusammen mit der A. iliaca externa und A. sacralis media-

na, direkt kaudal der Abzweigung aus der Aorta abdominalis

A. sacralis mediana’ zusammen mit der A. iliaca externa und A. iliaca interna,
direkt kaudal der Abzweigung aus der A. iliaca interna, als
kaudale Verlangerung der Aorta

A. renalis'? direkt kaudal der Abzweigung aus der Aorta abdominalis,
zusammen mit der V. renalis

A. subclavia' kaudal der A. axillaris

A. axillaris’ direkt auf der Hohe der Apertura thoracis cranialis

A. brachialis’ medial des Ellenbogengelenkes

A. thoracica interna’ zwischen der Abzweigung aus der A. subclavia bis Héhe der

ersten Rippe

A. femoralis™?? im Trigonum femorale zusammen mit der Vena femoralis

V. cava caudalis’ zusammen mit der Aorta abdominalis (s. 0.)

V. jugularis externa’*? mittlerer Halsbereich

V. jugularis interna’ zusammen mit der A. carotis communis rechts, lateral der
Trachea

V. cephalica’ ca. 5 mm vor der Mindung in die V. jugularis externa

V. subclavia’ direkt kranial der Apertura thoracis cranialis

V. axillaris’ auf Héhe der Costa prima nach distal

V. brachialis’ proximal von der Mindung der V. thoracica externa

V. thoracica interna’ auf Hoéhe der ersten Rippe bis zur Mindung in die Vena
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cava cranialis

V. femoralis™?? aus dem Canalis femoralis zusammen mit der A. femoralis

V. portae’? direkt kaudal des Eintritts in die Leber

V. cava cranialis’ kaudal der Mindung der V. thoracica interna in die V. cava
cranialis

V. iliaca externa’ Entnahme zusammen mit der V. iliaca interna und V. sacra-
lis mediana, direkt hinter der Abzweigung von der V. cava
caudalis

V. renalis’? direkt kaudal der Abzweigung von der V. cava caudalis,
zusammen mit der A. renalis
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Abb. 1: Zugange zu den Entnahmestellen der Blutgefale: a: V. jugularis externa; b: A. carotis com.; c:

Aorta abdominalis und V. cava caudalis mit ihren abzweigenden Blutgefafien
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3.3 Fixierung

Die verwendeten Substanzen sind im Kapitel 3.8 aufgelistet und nach Fixier- und Farbel6-
sungen sowie Chemikalien und weitere Materialien unterteilt (Tab. 9, 10, 11).

3.3.1 Lichtmikroskopie

Die Fixierung der Blutgefalie erfolgte unmittelbar nach der Entnahme in PP-Zentrifugen-
réhrchen (TPP®, Trasadingen, Schweiz) mittels 4 Vol.-% PBS-gepufferter Formaldehyd|6-
sung, unter anderem zur Inaktivierung von Enzymen und somit der Verhinderung einer auto-
lytischen Veranderung des Gewebes der BlutgefaRe. Anschlielend wurden sie darin flr
mindestens 48 h bei 4 °C gelagert.

3.3.2 Elektronenmikroskopie

Die BlutgefalRproben fiur die Elektronenmikroskopie wurden sofort nach Entnahme in das
Fixationsgemisch nach Karnovsky gebracht und anschlieRend ebenfalls bei 4 °C im Kuhl-
schrank fir mindestens 24 h gelagert. Danach wurden die Proben zunachst flr dreimal zehn
Minuten in Cacodylatpuffer gewaschen, anschlieRend fur drei Stunden in Osmiumtetroxid
nachfixiert und abschlieRend nochmal viermal zehn Minuten im Cacodylatpuffer gewaschen.
Zur Vorbereitung fur die Einbettung der Blutgefalle in ein Kunststoffgemisch erfolgte zu-
nachst die Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe mit vergalltem Alkohol 30%ig, 50%ig,
70%ig, 80%ig, 90%ig und 100%ig fur jeweils 20 Minuten. Danach kamen die Proben fur 15
Minuten in reinsten Alkohol und anschlielend zur vollstdndigen Entwasserung in Propylen-
oxid fur 15 Minuten.

34 Einbettung der Proben

3.4.1 Lichtmikroskopie

Um die Einbettung zu ermoglichen, wurden die fixierten BlutgefalRe zunachst einem Entwas-
serungsautomaten zugefthrt. Dort wurde ihnen mit aufsteigender Alkoholreihe bei 38 °C das
Wasser entzogen (Mulisch and Welsch, 2010). Fur jeweils 60 Minuten wurden die Proben in
50 %, zweimal 70 % und zweimal 80 % Alkohol eingetaucht und anschlieffend fur jeweils
120 Minuten in zweimal 96 % und dreimal 100 % Alkohol gebracht. Der Wasserentzug ist
deshalb essentiell, da Paraffin eine hydrophobe Substanz ist und folglich sonst keine stabile
Verbindung mit dem Gewebe mdglich ware.
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Nachdem die BlutgefaRe im Zwischenmedium Xylol fur 15 min gelegen hatten, wurden Pa-
raffinblocke in Ausgieschalchen manuell an der Paraffin-AusgieRstation Microm EC 350-2
(Thermo Fischer, Dreieich, Deutschland) angefertigt und anschlie®end bei 4 °C gelagert.

3.4.2  Elektronenmikroskopie

Die fixierten Proben wurden zunachst in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (Tab.
6).

Tab. 6: Entwasserungsschema der Proben fur die Elektronenmikroskopie

Ethanol in % mit 1 % Methylethylketon Dauer in min
30 20
50 20
70 20
80 20
90 20
100 20
100 absolut (ohne 1 % Methylethylketon) 15

AbschlielRend wurden die Proben fiir 15 Minuten in Propylenoxid endgultig entwassert. Die
Einbettung erfolgte schrittweise. Zunachst kamen die Proben in ein kleines Glasgefal3, wel-
ches mit Propylenoxid und dem Agargemisch in einem Verhaltnis von 1:1 aufgefillt wurde.
Die Proben wurden mit feinst durchlécherter Alufolie abgedeckt und bei Raumtemperatur im
Ruttler leicht bewegt.

Am nachsten Tag wurden die Proben fur funf Stunden in neue Glaschen mit einem Agar-
/Kunststoffgemisch (24 g Agar100 Resin, 16 g Dodecenyl Succinic Anhydride, 10 g Methyl
Nadic Anhydride, 1,5 g Benzyldimethylamine) gebracht. Im Anschluss erfolgte die Einbettung
der BlutgefaRe in den passenden Matrizen Pelco® (Ted Pella, Redding, USA). Zur Polymeri-
sation des Kunststoffgemisches wurden die Matrizen samt der Proben fir 24 Stunden in eine
45 °C warme Warmekammer gebracht und anschlieRend nochmals flir 24 Stunden auf 50 °C
erhitzt.
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3.5 Anfertigung von Schnittpraparaten

3.5.1 Lichtmikroskopie

Die Blutgefaflte wurden an einem Schlittenmikrotom Jung Histoslide 2000 R (Leica, Nussloch
Deutschland) mit einem 16 cm langen C-Messer (Jung AG, Heidelberg, Deutschland) 5 pm
dick geschnitten und anschliefiend jeweils immer zwei Schnitte auf einen Objekttrager (76 x
26 mm) Menzel-Glaser® (Thermo, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen (Abb. 2).

Abb. 2: Schlittenmikrotom (Leica, Jung Histoslide 2000 R)

3.5.2 Elektronenmikroskopie

Fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden von den Proben zunachst Se-
midinnschnitte (1 um) angefertigt, um unter dem Lichtmikroskop nach geeigneten Abschnit-
ten zu schauen. Von diesen ausgewahlten Stellen wurden dann nach dem Trimmen mit Hilfe
eines Ultramikrotoms (Leica Reichert Ultracut S) Ultradtinnschnitte (70 nm) erstellt.

3.6 Farbungen fiir die Lichtmikroskopie

3.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Fdarbung (HE-Féarbung)

Um einen Uberblick tber die Morphologie der BlutgefaRe zu erhalten, wurden die Schnitte
mit Hamatoxylin-Loésung nach Meyer und Eosin gefarbt (Mulisch and Welsch, 2010). Bei
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dieser Ubersichtsfarbung farben sich die Kerne, Kalk und Knorpel blau, das Zytoplasma,
Kollagenfasern sowie die Erythrozyten dagegen rot.

Die Schnitte kamen dabei fur 20 min zum Entparaffinieren in Xylol und durchliefen anschlie-
Rend eine absteigende Ethanolreihe (zweimal 100 %, 96 %, 70 %). Danach wurden sie je-
weils fur 10 min in Hamatoxylin-Losung und zur Darstellung der Zellkerne zum Blauen in
Leitungswasser gebracht. In Eosin 0,5 % verweilten die Schnitte fiir etwa 30 Sekunden und
wurden danach in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 96 %, viermal 100 %) entwassert.
Bis zum Eindecken der Schnitte werden sie mit Xylol geklart. Abschliellend kam es zum
Eindecken mit Hilfe von Deckglasern (50 x 24 mm) und dem synthetischen Einschlussmittel
Roti®-Histokitt Il (Karlsruhe, Deutschland).

3.6.2 Resorcin-Fuchsin-Thiazinrot-Pikrinsdure-Farbung (RFTP-Fédrbung)

Fir die Darstellung des Anteils an Elastin wurde die RFTP-Farbung verwendet. Dabei wur-
den die Paraffinschnitte zunachst 20 Minuten lang im Xylol entparaffiniert und nach in Tabel-
le 7 gezeigten Schema gefarbt. Die elastischen Fasern werden durch das Resorcinfuchsin
blauschwarz bis violettschwarz gefarbt, die Muskulatur durch Pikrinsdure gelb und das Kol-
lagen durch das Thiazinrot rot. Die Zellkerne werden durch das Weigertsche Hamatoxylin
schwarz gefarbt.

Tab. 7: RFTP-Farbungsschema

Substanz Dauer
1. Ethanol 100 % 10s
2. Ethanol 96 % 10s
3. Ethanol 80 % 10s
4. Resorcin-Fuchsin 15 min
5. Leitungswasser wenige Sekunden
6. Aqua dest. wenige Sekunden
7. Weigertsches Eisenhamatoxylin 3 min
8. Aqua dest. wenige Sekunden
9. Leitungswasser 10 min

10. Pikrinsaure-Thiazinrot 5 min

11. Aqua dest. 3s

12. Ethanol 96 % 10s
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13. Ethanol 96 % 10s
14. Ethanol 100 % 10s
15. Xylol bis zum Eindecken

3.6.3 Gallocyanin-Chromotrop 2R-Anilinblau-Farbung (GRA-Férbung)

Diese modifizierte Trichromfarbung dient der besseren Darstellung von Kollagenfasern, die
sich blau farben. Die GRA-Farbung ist prinzipiell als gute Kontrastfarbung zwischen Binde-
gewebe und Muskulatur anzusehen. Die Muskulatur wird rot und das Cytoplasma rosa ge-
farbt. Die Kerne werden ebenfalls, wie die Kollagenfasern, blau dargestellt. Die nachfolgende
Tabelle 8 zeigt dazu das Farbungsschema.

Tab. 8: GRA-Farbungsschema

Substanz Dauer
1. Gallocyanin 24 h
2. Leitungswasser 15 min
3. Aqua dest. 15s
4. Ethanol 70 %, 80 %, 96 % je15s
5. Chromotrop 2R 30 min
6. Essigsaure 1 % (zweimal) jeb5s
7. Phosphorwolfram-Saure 5 min
8. Essigsaure 1 % (zweimal) je5s
9. Anilinblau 2,5 min

10. Essigsaure 1 % (zweimal) je5s

11. Ethanol 96 % (zweimal) 10s

12. Ethanol 100 % (dreimal) jeb5s
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3.7 Immunhistochemie/Nachweis von alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA)

Ausgewahlte Arterien und Venen wurden immunhistochemisch durch den Nachweis von a-
SMA auf ihren Gehalt an glatten Muskelzellen untersucht. Die Schnitte wurden zunachst
entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe gewassert und anschlieRend kurz mit
Aqua dest. abgespllt. Es folgte eine Spulung in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS) uber
funf Minuten, sowie die Antigenmaskierung mit Hilfe der Proteinase K (Dako S3004, Glos-
trup, Danemark) Uber drei Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Schnitte
fur zweimal drei Minuten bei Raumtemperatur gespult und Gber 20 Minuten in 3%igem Was-
serstoffperoxid in TBS einem Peroxidase-Block unterzogen. Nachdem die Schnitte in TBS
und dem nichtionischen Detergenz Tween 20 (Roth, Karlsruhe) gespllt wurden, wurde der
monoklonale Primarantikérper Mouse anti-human actin (smooth muscle; MaH MCA 1905H,
AbDserotec) 1:50 verdinnt in Inkubationspuffer A (0,05M Tris-HCI (pH 7,4) + 0,9 % NaCl +
0,66mM MgCl, + 1 % BSA + 0,1 % Gelatine + 0,01 % Tween 20) hinzugegeben. Diese Pro-
ben wurden UGber Nacht bei 4 °C stehen gelassen. Ebenso verhielt es sich mit den Positiv-
kontrollen (humane Haut) und den Negativkontrollen. Die Negativkontrollen bestanden zum
einen aus Maus-NS (Dako X0910) 1:100 verdinnt in Inkubationspuffer A und zum anderen
ausschlief3lich aus dem Inkubationspuffer A. Nach Spllung der Proben in TBS fur dreimal
drei Minuten bei Raumtemperatur wurde der mit Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelte
Sekundarantikorper Donkey Anti-Mouse IgG (Linaris ZMH2162, Dossenheim, Deutschland)
1:50 verdunnt in Inkubationspuffer A hinzugegeben, um Gber 30 Minuten einwirken zu kon-
nen. Damit nachfolgend der HRP-Nachweis durchgefihrt werden konnte, mussten die Pro-
ben vorher noch zweimal Gber finf Minuten bei Raumtemperatur in PBS gespilt werden. Der
HRP-Nachweis erfolgte mit DAB (Diaminobenzidin, 0,1%) Uber zehn Minuten bei Raumtem-
peratur. Anschlielend wurde wieder Uber drei Minuten mit PBS abgespllt. Zur besseren
Ubersicht der Strukturen in den BlutgefaRen erfolgte unmittelbar danach eine Kernfarbung
Uber eine Minute mit Hadmalaun nach Mayer und danach die Spillung in Aqua dest., Lei-
tungswasser und bidestillietem Wasser. Zur anschlieenden Entwasserung wurden die

Schnitte in 100%igen Alkohol gebracht, um dann eingedeckt werden zu kénnen.

3.8 Verwendete Substanzen

In den unten stehenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten Fixierldsungen (Tab.
9), Farbelésungen (Tab. 10) sowie Chemikalien und weitere Materialien (Tab. 11) mit ihren
Herstellerangaben aufgelistet.
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Tab. 9: Fixierldsungen

Lésungen Hersteller
Formaldehyd 4%ig Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
Glutaraldehyd Firma Agar scientific, Stansted-England

Osmiumtetroxid 1%ig

Firma Merck, Darmstadt-Deutschland

Tab. 10: Farbeldésungen

Losungen Hersteller

Anilinblau Firma Merck, Darmstadt-Deutschland
Chromotrop 2R Firma Chroma, Stuttgart-Deutschland
Eosin Firma Merck, Darmstadt-Deutschland
Gallocyanin Firma Merck, Darmstadt-Deutschland

Hamalaun/Hamatoxylin

Firma Fluka, Buchs-Schweiz

p-Phenylendiamine Dihydrochlorid

Firma Fluka, Buchs-Schweiz

Tab. 11: Chemikalien und weitere Materialien

Substanzen Hersteller
Athanol Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
Aceton Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

3-Aminopropyltriethoxysilane

Firma Sigma, Taufkirschen-Deutschland

BDMA (Benzyldimethylamine)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

Cacodylsaure Natriumsalz Trihydrat

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

Chromalaun (Kaliumchromsulfat)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

DDSA (Dodecenyl-Succinic-Anhydride)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

Eisessig Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
Ethanol Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
Eukitt Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
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Glycidether (Epon)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

Glyzerin (Eiweil3glyzerin)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

H202 (Wasserstoffperoxid)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

Kanadabalsam

Firma Fluca, Buchs-Schweiz

Kupfergrids

Firma Plano, Wetzlar-Deutschland

MNA (Methyl-Nadic-Anhydride)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

NaCl (Natriumchlorid)

Firma Merck, Darmstadt-Deutschland

Paraffin Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
PBS-Puffer Firma Serva, Heidelberg-Deutschland
Phosphorwolframsaure Firma Merck, Darmstadt-Deutschland

Propylenoxid (Epoxypropan)

Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

Salzsaure Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
Tris Puffer Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland
Xylol Firma Roth, Karlsruhe-Deutschland

3.9 Morphometrie

Die aufgearbeiteten Proben fur die Lichtmikroskopie wurden mit Hilfe des Lichtmikroskops
Axioskop HBO 50/AC (Carl Zeiss, Goéttingen, Deutschland) untersucht. An diesem befand
sich die DS-Ri1-Kamera von Nikon (Tokio, Japan), welche die Bilder an den Computer DELL
PRECISION T 3500 ubermittelte. Fir die Auswertung der einzelnen Proben und die Erstel-
lung der Fotos wurde mit der Bearbeitungssoftware Nis Elements AR 3.2 (Nikon, Tokio, Ja-

pan) gearbeitet (Abb. 3). Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen fanden am

Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM 10 CR (Géttingen, Deutschland) statt. An aus-

gewahlten Fotos wurden mit Hilfe der Bildbearbeitungssoftware AxioVision Rel. 4.8 von der

Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland) einzelne Messwerte erhoben.
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Abb. 3: Bildschirmausschnitt, A. femoralis; Messung der Mediadicke mit finf markierten Messstellen,
RFK-Farbung, 100-fache VergréRerung

Zur Bestimmung des Mittelwertes der einzelnen Wandschichtdicken wurden insgesamt 40
Messungen pro Wandschicht und Blutgefa® durchgefihrt. Die Messungen der Intimadicken
erfolgten dabei immer in 400-facher VergréRerung. Die Messungen der Media- und Adventi-
tiadicken dagegen wurden je nach BlutgefalRwanddicke bei 12,5-, 50-, 100- oder 200-facher
VergrofRerung durchgefihrt. Dabei wurden die Messstrecken zur Vermessung der einzelnen
Schichten quer zur Anschnittsfliche gelegt (Abb. 3). Die Membrana elastica interna und
Membrana elastica externa dienten der Abgrenzung der Tunica media.

Zur Ermittlung der Anteile an extrazellularer Matrix und glatten Muskelzellen in der Tunica
media wurden bei 400-facher Vergrdlierung und je Schnitt zehn Messungen manuell durch-
gefuhrt. Dabei wurde eine Flache im mittleren Bereich der Tunica media von ca. 3,4 mm?
ausgewahlt und darin die elastischen und kollagenen Fasern, sowie die glatten Muskelzellen
jeweils separat betrachtet. Fir jede gemessene Struktur wurde eine entsprechende Farb-
schwelle zur automatischen Erkennung der entsprechenden Struktur gewahlt (Abb. 4 a, b).
BlutgefalRe, die eine kleinere Media als die zu messende Flache aufwiesen, wurden in ROI
(region of interest) gemessen. Die ROl wurde dabei immer méglichst in der Mitte der Tunica
media platziert.
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Abb. 4: Bildschirmausschnitt, Aorta thoracica; a: Bindrmessung der elastischen Fasern (rot mit griiner
Umrandung), b: Bindrmessung der glatten Muskelzellen (gelb); RFK-Farbung, 400-fache
Vergrofierung
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3.10 Statistik

Nach Export der Primardaten aus der Morphometrie-Software Nikon NIS Elements erfolgte
die Datenbearbeitung mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 und SPSS (PASW Statistics 21,
Predictive Analytic Software, IBM).

Nach Uberpriifen der Varianzen mit Hilfe der ein- bis mehrfaktoriellen ANOVA wurden die
Daten der Altersgruppen und Rassen mittels nichtparametrischer Tests verglichen. Dazu
wurden Post Hoc und Sheffé verwendet und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 fiir
signifikante Unterschiede zugrunde gelegt.

Um eine Beziehung zwischen und innerhalb der Gruppen feststellen zu kénnen, wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman herangezogen.
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4 Ergebnisse

Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Euthanasie klinisch gesund. Bei der Praparation der Blut-
gefalle zeigten sich ebenfalls keinerlei Anzeichen von pathologischen Veranderungen.

Bei den praadulten GM konnten rechtsseitige Duplikaturen Gberwiegend im Bereich der
Schultergliedmaliengefalie identifiziert werden. Zwei von finf Tieren zeigten doppelte Vv.
subclaviae. Fast alle Schweine besalten doppelte Vv. axillares (n = 4 von 5) und drei GM
Duplikaturen der Vv. brachiales. Jeweils ein GM besal} eine doppelte A. subclavia und ein
anderes noch eine Doppelbildung der A. iliaca externa (Tab. 12). Zur Vermessung der Blut-
gefalabschnitte wurde das jeweils groRere Blutgefald ausgewahlt, welches dem normalen

anatomischen Verlauf am ehesten entsprach.

Tab. 12: Duplikaturen der Blutgefél3e bei den praadulten GM

Tiernummer Blutgefalle (Duplikaturen)

Gottingen® Minipig 1 V. axillaris

Goéttingen® Minipig 2 A. subclavia

Géttingen® Minipig 3 V. axillaris, V. brachialis

Gottingen® Minipig 4 V. subclavia, V. axillaris, V. brachialis

G('jttingen® Minipig 5 V. subclavia, V. axillaris, V. brachialis, A.
iliaca externa

4.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Der uberwiegende Anteil der aufbereiteten, transversal angeschnittenen Blutgefalle stellte
sich auf den Objekttragern kreisrund dar. Einige Blutgefalle waren jedoch stellenweise kolla-
biert (Abb. 5 b). Grinde hierfur finden sich in dem verhaltnismaRig instabilen Aufbau des
Blutgefales selbst (v. a. Venen), sowie in der Entnahme (Immersionsfixation).
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4.1.1  Qualitative Beschreibung

Die Untersuchungen am Lichtmikroskop zeigten zwischen den GM und der DL sowie zwi-
schen den Altersgruppen keine wesentlichen qualitativen Unterschiede.

In Abbildung 5 a wurde als Vertreter einer typischen muskularen Arterie die Arteria femoralis
mit ihrer deutlich erkennbaren Dreischichtung der Blutgefallwand abgebildet. In Abbildung 5
b wurde dagegen eine klassische Vertreterin der elastischen Venen ausgewahlt, die V. ju-
gularis externa. lhre Schichten der Venenwand waren nicht gut abgegrenzt. Die Vene stellte
sich kollabiert dar.

Abb. 5: Arteria femoralis und Vena jugularis externa im histologischen Anschnitt, quer, beide RFK,
beide 50-fache Vergrofierung

4.1.1.1  Arterien

Bei allen praadulten und adulten GM und allen praadulten Schweinen der DL war der allge-
meine Aufbau der Arterien gut zu erkennen. Die herznahen Arterien zeigten eine deutliche
Tunica intima, sowie eine im Verhaltnis sehr breite und den Uberwiegenden Anteil ausma-
chende mittlere Tunica media. Die duere Tunica adventitia und ihre duRere elastische
Membran war bei diesen Arterien relativ schwach ausgepragt. Bei den herzfernen Arterien
war die Tunica intima ebenfalls deutlich sichtbar und gut mit ihrer elastischen Membran zur
Tunica media abgegrenzt. Die Tunica media dieser Arterien war auch hier die dickste
Schicht, jedoch verhaltnismaRig schmaler als die der herznahen Arterien.

Da die herznahen Arterien grundsatzlich einen hohen Anteil an elastischen Fasern in ihrer
Tunica media besallen, wurden sie auch als Arterien vom elastischen Typ (Arteriae elastoty-
picae) bezeichnet. Bei den herzfernen Arterien war dagegen der Anteil an elastischen Fa-
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sern deutlich geringer und die glatten Muskelzellen Gbernahmen hier nun die wesentlichen
Funktionen. Daher wurden diese auch als Arterien vom muskularen Typ (Arteriae myotypi-
cae) bezeichnet. Arterien, die den Ubergang zu den beiden Typen darstellten, wurden als
Arteriae mixtotypicae bezeichnet (s. Kapitel 4.2.5). Die Anteile an extrazellularer Matrix und
die bestimmte Bauweise einzelner Strukturen der BlutgefaBwandschichten, auf die im Ver-
lauf der Arbeit weiter eingegangen wird, fihrten zu der entsprechenden Einteilung der Blut-
gefalle der praadulten GM in Tab. 13. Zu den Aa. elastotypicae wurden die thorakalen Ab-
schnitte der Aorta sowie der Truncus pulmonalis zugeordnet. Zu den Aa. mixtotypicae wur-
den die Aorta abdominalis und die Blutgefale im Brustkorb mit Ausnahme der o. g. hinzuge-
zahlt. Alle weiteren Arterien in der Peripherie konnten den Aa. myotypicae hinzugerechnet
werden.

Tab. 13: Zuordnung des Arterientyps bei den untersuchten Arterien der praadulten GM

Aa. elastotypicae | Aorta ascendens, Arcus aortae, Aorta thoracica, Truncus pulmonalis

Aa. mixtotypicae | Aorta abdominalis, Truncus brachiocephalicus, Truncus bicaroticus, A.
subclavia

Aa. myotypicae A. carotis communis, A. carotis externa und interna, A. brachialis, A.
axillaris, A. femoralis, A. renalis, A. coeliaca, A. mesenterica cranialis und
caudalis, A. iliaca interna und externa, A. sacralis mediana, A. thoracica
interna

Die A. carotis communis stellte sich im Gegensatz zu den GM bei den zwei und drei Monate
alten Schweinen der DL als Mischtyp dar.

4.1.1.2 Aa. elastotypicae

Zwischen den Altersgruppen der GM gab es bei dem Aufbau dieses Arterientyps kaum Un-
terschiede.

Die Tunica intima bestand zum einen aus Zellen, die ein lumenseitiges einschichtiges En-
dothel bildeten, die Zellkernanschnitte waren oval oder rund. Innerhalb der Aortenabschnitte
der GM verringerte sich die Zellkernanzahl im Querschnitt pro gemessener Strecke (0,4 mm)
von herznah zu herzfern. Die Arterien vom elastischen Typ der praadulten Minipigs wiesen
dabei immer etwas weniger Zellkerne als die der adulten Minipigs auf (Tab. 14). Auf die Tu-
nica intima folgend befand sich das Stratum subendotheliale, welches mehr Interzellularsub-
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stanz enthielt als das Stratum subendotheliale der Arterien vom muskularen Typ (Abb. 6 b).
Die Membrana elastica interna war bei den Aa. elastotypicae die innerste elastische Memb-
ran, dicht gefolgt von weiteren elastischen Membranen der Tunica media (Abb. 6 b), wobei
alle elastischen Membranen etwa gleich stark waren und miteinander vielfach in Verbindung
standen.

Tab.14: Anzahl der Zellkerne pro 0,4 mm luminale Strecke ausgewahlter Arterien der GM

BlutgefaR Anzahl der Zellkerne, Anzahl der Zellkerne,
Praadulte GM Adulte GM

Aorta ascendens 20+4,6 26+2,8

Aorta thoracica 15+5,1 23+25

Aorta abdominalis 13148 11+£4,0

A. carotis communis 16 £ 3,8 14+34

A. femoralis 19+23 14 +2,8

Die Tunica media besal verhaltnismafig viele durchgangig verlaufende elastische Fasern,
die zur Tunica intima hin aus bis zu flunf dicht zusammengelagerten Fasern angeordnet wa-
ren und peripher in der Media sehr gleichmaRig und meanderférmig verliefen. Diese an der
Tunica intima zusammengelagerten elastischen Fasern wurden im Gefalverlauf von herz-
nah zu herzfern immer weniger. Die glatten Muskelzellen verliefen im Querschnitt fast aus-
schliellich flachspiralig und weniger longitudinalspiralig. Vasa vasorum kamen in dieser
Schicht vereinzelt vor und waren gut zu erkennen. Deutliche Unterschiede in der Struktur
dieser Schicht waren zwischen den praadulten und adulten GM nicht zu erkennen (Abb. 6 a,
b).

Als relativ schlecht abzugrenzende Schicht stellte sich die aullere Tunica adventitia dar, die
wie das umliegende Bindegewebe aus Uberwiegend kollagenen Fasern bestand und eng mit
ihm verbunden war. Bei einigen BlutgefalRen wurde auch ein Teil der Tunica adventitia durch
eine einschichtige Serosa gebildet. Dieser Anteil des BlutgefalRes lag nicht im umliegenden
Gewebe, sondern frei in den Korperhdhlen, wie beispielsweise der ventrale Anteil der Aorta
thoracica. Qualitative Unterschiede gab es innerhalb der untersuchten Tiere keine.
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41.1.3 Aa. myotypicae

Bei allen untersuchten Schweinen waren die Endothelzellen bei diesem Arterientyp ebenfalls
einschichtig angeordnet, abgeflacht und deren Kerne flach oder oval ausgepragt. Die Zell-
kernanzahl war, im Gegensatz zu den Aa. elastotypicae, bei den praadulten GM hoéher als
bei den adulten (Tab. 14). Die zwei und drei Monate alten DL-Schweine besal3en eine ahnli-
che Anzahl an Zellkernen, wie die praadulten GM (A. carotis com. ca. 19 Zellkerne, A. femo-
ralis ca. 18 Zellkerne). Der subendotheliale Raum war bei den muskularen Arterien schmaler
als bei den elastischen. Die praadulten Schweine der DL (2 Mo) und GM (18 Mo) hatten
dariber hinaus ein noch schmaleres Stratum subendotheliale als die alteren DL-Schweine (3
Mo) und die adulten GM (40 Mo) (Abb. 16 a - d). Die abschlieRende und die Tunica intima
von der Tunica media abgrenzende Struktur war die Membrana elastica interna, die bei die-
sem Arterientyp sehr deutlich sichtbar und charakteristisch war. Diese elastische Membran
war bei den praadulten Schweinen der DL (2 Mo) und GM (18 Mo) Uberwiegend durchgan-
gig, jedoch bei den praadulten DL (3 Mo) und adulten GM (40 Mo) haufig doppelt und unter-
brochen angelegt (Abb. 16 b, d). Die Tunica intima besal} im Querschnitt bei den muskularen
Arterien immer ein wellenformiges Aussehen.

In der Tunica media waren bei den muskularen Arterien die glatten Muskelzellen vorherr-
schend. Diese verliefen in der mittleren Blutgefalwandschicht flach- und longitudinalspiralig.
Jeweils eine elastische Lamelle lag zwischen glatten Muskelzellbliindeln, wobei die elasti-
schen Fasern miteinander netzformig in Verbindung standen. Schnittbedingt erschienen sie
oftmals nicht durchgangig. Die Dicke der elastischen Fasern war innerhalb der Media anna-
hernd gleich, aber etwa halb so stark, wie die Membrana elastica interna. Die elastischen
Fasern waren bei den adulten GM zum GefaRlumen hin dichter angeordnet (Abb. 6 f).

Die Tunica adventitia bestand aus zwei Abschnitten. Der an die Tunica media angrenzende
Abschnitt besal® einen hohen Anteil an Uberwiegend longitudinal verlaufenden elastischen
Fasern und war deutlich abgrenzbar. Es konnte jedoch keine zirkular verlaufende Membrana
elastica externa von den anderen elastischen Fasern des Adventitiaabschnitts unterschieden
werden. Der zweite Abschnitt bestand mehr aus lockerem kollagenem Bindegewebe und
weniger elastischen Fasern. Dieser Abschnitt war meistens mit dem umliegenden Bindege-
webe verbunden. Dadurch war dieser Bereich der Tunica adventitia nicht gut von den ande-
ren Strukturen abzugrenzen. Grundsatzlich verschob sich das Media/Adventitia-Verhaltnis
von elastischen zu muskularen Arterien zugunsten der Adventitia.

Wahrend beziglich der Tunica intima die oben erwahnten altersabhangigen Unterschiede zu

finden waren, war kein qualitativer Unterschied zwischen den Rassen erkennbar.
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4.1.1.4  Aa. mixtotypicae

Bei den GM konnten Aa. mixtotypicae gefunden werden (Tab. 9). Sie zeichneten sich aus
durch Merkmale der Arterien vom elastischen Typ und der vom muskularen Typ und stellten
somit den Ubergang im BlutgefaRverlauf zu diesen beiden Typen dar. Die Merkmale konnten
unterschiedlich im Mischtyp vorkommen. Beispielsweise konnte die Tunica intima keine deut-
liche Membrana elastica interna besitzen und die elastischen Fasern der Tunica media wa-
ren dann etwas weniger und schmaler und erschienen stellenweise unterbrochen. Der Anteil
an muskularen Fasern war hoher als bei den Aa. elastotypicae jedoch niedriger als bei den
Aa. myotypicae. Die Tunica externa war etwas deutlicher ausgebildet, erschien aber noch
nicht eindeutig zweischichtig wie bei den muskularen Arterien (Abb. 6 ¢, d). Oder aber die
Tunica intima besal} eine deutliche Membrana elastica interna, jedoch auch noch einen rela-
tiv hohen Anteil an elastischen Fasern in der Tunica media, die ebenfalls so stark erschie-
nen, wie die innerste elastische Membran der Tunica intima. Die Adventitia war deutlich
zweigeteilt.
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d, f) Arterien von GM im histologischen Anschnitt, quer, RFK;

b: Aorta ascendens (Aa. elastotypicae); c, d: Aorta abdominalis (Aa. mixtotypicae); e, f: A. carotis

communis (Aa. myotypicae)

Abb. 6: Praadulte (a, c, €) und adulte (b

a,
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4.1.1.5 Venen

Die Venen zeigten bis auf einige Ausnahmen ebenfalls einen ahnlichen Grundaufbau, wie
die Arterien. Die Tunica intima war im Verhaltnis zur Tunica intima der Arterien eine dinnere
Schicht und besall im Verhaltnis zu diesen mehr Endothelzellen pro luminaler Stecke mit
runden Kernanschnitten (Tab. 15). In Venen mit einer deutlich erkennbaren muskularen
Tunica media, wie zum Beispiel der V. renalis und V. femoralis, war eine der Membrana
elastica interna entsprechende, aber wesentlich diinnere elastische Lamelle zu erkennen
(Abb. 7).

Abb. 7: DL (2 Mo), V. femoralis: Tunica intima (Ti), Membrana elastica interna (Pfeile), Tunica media
(Tm), Tunica adventitia (Ta); RFK
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Tab. 15: Anzahl der Zellkerne pro 0,4 mm luminale Strecke ausgewahlter Venen der GM

BlutgefaR Anzahl der Zellkerne, Anzahl der Zellkerne,
Praadulte GM Adulte GM

V. jugularis externa 25+ 3,2 27 +4.2

V. femoralis 28 +4,1 22+17

V. cava caudalis 29+53

Die Tunica media war bei den Venen eine sehr variable Schicht. Ahnlich wie bei den Arterien
gab es auch Venen, die in ihrer mittleren Schicht mehr glatte Muskelzellen enthielten als
elastische Fasern und umgekehrt. Als Besonderheit war die Tunica media der Vena cava
cranialis zu sehen, die bei allen untersuchten praadulten GM (n = 5) Uberwiegend quer und
langs angeschnittene Herzmuskelzellen aufwies (Abb. 8 ¢, d). Diese kompakten Muskelzell-
bindel wurden vor allem von elastischen Fasern umgeben, in denen haufig Vasa vasorum
und auffallig viele Fettzellen enthalten waren. Eine auf die Tunica intima direkt folgende zir-
kular verlaufende Muskelzellschicht aus glatten Muskelzellen, wie sie bei vielen Venen zu
finden war, fehlte bei der Vena cava cranialis. Dagegen lag der Tunica intima zunachst
Uberwiegend gebilindelt zirkular verlaufende elastische Fasern an, die von kollagenen Fasern
begleitet wurden. Ebenfalls zeigte der Aufbau der Tunica media der Vena portae Besonder-
heiten. Sie besal} bei den praadulten wie auch adulten GM zwei Schichten an Muskelzell-
bldndeln. Die innere, an der Tunica intima, angrenzende Schicht verlief zirkular und die dufle-
re Schicht longitudinal (Abb. 10 c, d). Bei Venen mit Venenklappen (Vv. jugulares externae)
im Querschnitt war die Tunica media an dieser Stelle (Klappenbasis) verdickt (Abb. 9 a).

Die Tunica adventitia war bei den Venen sehr vielfaltig. Bei vielen bestand sie lediglich aus
lockerem Bindegewebe, welches kaum Vasa vasorum, Nerven oder andere Strukturen ent-
hielt und mit dem umliegenden Gewebe in Verbindung stand (z. B. Vena jugularis externa).
Die Vena portae besald dagegen in ihrer Adventitia neben Fettgewebe zahlreiche Blut- und
LymphgefalRe, Nerven und Vasa vasorum, die Uberwiegend von kollagenem Bindegewebe
umgeben waren. Die Tunica adventitia der Vena cava cranialis fiel unter anderem durch ihre
Ansiedlung von Fettzellen auf, die wie Polster an drei Stellen der Venenwand lagen, eine
davon befand sich auf der dorsalen Seite des Blutgefales (Abb. 8 ¢). Auch bei diesem Blut-
gefal® befanden sich zahlreiche Vasa vasorum, Nerven und sogar vereinzelt Herzmuskel-
zellbandel. Die Tunica adventitia war grundsatzlich bei allen untersuchten Tieren nicht deut-

lich zum umliegenden Bindegewebe abzugrenzen.
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. ; 20 ym !
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Abb. 8: GM, praadult (18 Mo), weiblich, 26 kg, Blutgefale im Querschnitt; a: V. jugularis externa; RFK;
b: V. brachialis, RFK; c: V. cava cranialis, HE; d: Herzmuskelzellen der V. cava cranialis in der Tunica

media, HE; Tunica intima (Pfeile), Tunica media (Tm), Tunica adventitia (Ta), Klappenbasis (Pfeilkopf)
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100 pm

Abb. 9: a und b: V. jugularis externa im Querschnitt vom GM adult mit a: Klappenbasis (Pfeile) RFK;
b: glatte Muskelzellen (braun), a-SMA-Nachweis; c: V. subclavia im Querschnitt mit glatten Muskel-

zellen (braun), a-SMA-Nachweis
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Ahnlich wie bei den Arterien konnten die Venen in Typen eingeteilt werden, die gleiche
Merkmale miteinander vereinten. Bei den Venen waren es zwei Typen — der elastische und
muskuldre Typ (Tab. 16). Die Tunica intima war gleich aufgebaut bis auf eine Membrana
elastica interna - ahnliche Struktur bei den muskuldren Venen (Abb. 7). Die Tunica media
war bei diesen Venen deutlich mit zirkular angeordneten Muskelzellen durchzogen, welche
durch die Anwesenheit von a-SMA nachgewiesen werden konnten (Abb. 9 c). Der Anteil an
elastischen Fasern war dagegen bei den elastischen Venen sichtbar héher (Abb. 8 a) und
der Anteil an glatten Muskelzellen geringer, was ebenfalls in den SMA-Schnitten sichtbar
wurde (Abb. 9 b). Die Tunica adventitia war bei beiden Typen aus lockerem Bindegewebe.
Der Nachweis von a-SMA in der Adventitia war bei allen Venen negativ.

Tab. 16: Zuordnung der Venen der praadulten GM zu einem Venentyp

Venen elastischen V. jugularis externa, V. cephalica, V. subclavia, V. iliaca externa
Typs

Venen muskularen V. jugularis interna, V. cava cranialis und caudalis, V. axillaris, V.
Typs brachialis, V. thoracica interna, V. femoralis, Vena portae, V. renalis
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Folgende Blutgefalie enthielten aufgrund ihrer engen topografischen Lagebeziehungen zu

Nachbarstrukturen im Bereich der Adventitia Nerven, Ganglien, Vasa vasorum, Lymphgefa-
Re und Parenchym (Abb.10).

Abb. 10: GM, praadult (18 Mo) im Querschnitt, RFK (a-c), GM, adult (42 Mo) im Querschnitt, RFK (d);
a: V. jugularis interna (Pfeilkopf) mit A. carotis communis (Stern) und N. vagus (Pfeil); b: V. cava cau-
dalis (Pfeilkopf) mit Aorta abdominalis (Stern) und Ganglion mesentericum caudale (Pfeil); c, d: V.
portae mit Vasa vasorum (dicker Pfeil), Nerven (Pfeil) und Leberparenchym (Klammer)

45



Ergebnisse

4.2 Quantitative Untersuchungen der BlutgefaBwand

4.2.1 GefdaRinnendurchmesser

Die Gefalinnendurchmesser zeigten bei allen Schweinen ein einheitliches Verhalten im
BlutgefaRverlauf. So nahm der Durchmesser von herznahen zu herzfernen Blutgefallen ab,
vergrofierte sich jedoch zunachst bei zwei von funf praadulten GM (Tier 4 und 5) von der
Aorta ascendens zum Arcus aortae hin (Abb. 11). Von der Aorta ascendens zur A. sacralis
mediana ergab sich eine Verkleinerung des Innendurchmessers von 73 %. Bei der Betrach-
tung ausgewahlter Arterien und Venen (Tab. 17) waren bei den praadulten und adulten GM
unterschiedliche Messwerte zu sehen. Diese waren jedoch nicht signifikant. Bei den praadul-
ten GM hatte die elastische V. jugularis externa einen signifikant gréfieren Innendurchmes-
ser als die muskulare V. jugularis interna (p = 0,000).
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Abb. 11: Innendurchmesser der praadulten GM
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Innerhalb der DL waren die Werte der A. carotis communis ahnlich. Der Innendurchmesser
der alteren Schweine der DL war mit 1,6 £+ 0,5 mm unwesentlich kleiner als bei den zwei
Monate alten DL-Schweinen mit 1,8 + 0,3 mm. Im Gegensatz dazu war der Innendurchmes-
ser der A. femoralis (p = 0,000) und der V. femoralis (p = 0,002) bei den etwas alteren
Schweinen (3 Mo) signifikant groRer als bei den zwei Monate alten DL-Schweinen (Tab. 17).
Bei der V. jugularis externa gab es innerhalb der DL-Schweine keine signifikanten Unter-
schiede.

Die Innendurchmesser der A. carotis communis der praadulten GM waren signifikant héher
als die der DL-Schweine (DL (2 Mo): p = 0,042, DL (3 Mo): p = 0,009). Die Messwerte der A.
femoralis von den 3 Monate alten Schweinen der DL waren signifikant hdoher als die der
gleich schweren adulten GM (p = 0,000). Gegenuber den praadulten GM waren die Mess-
werte der V. femoralis ebenfalls signifikant héher (p = 0,030).
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Tab. 17: Innendurchmesser [mm] der Aortenabschnitte und ausgewahlter Blutgefafle der GM und DL

Blutgefal Innendurchmesser in mm
DL (2 Mo) DL (3 Mo) GM (praadult) | GM (adult)
Mittel | Stabw | Mittel | Stabw | Mittel | Stabw | Mittel | Stabw
tel- tel- tel- tel-
wert wert wert wert
Aorta ascendens 7,8 0,3 8,3 1,1
Arcus aortae 8,7 0,3
Aorta thoracica 6,8 1,0 7,2 0,3
Aorta abdominalis 4,7 0,8 3,0 0,8
A. sacralis mediana 2,1 0,4
A. carotis communis 1,8 0,3 1,6 0,5 2,6 0,3 21 0,5
A. femoralis 1,6 0,3 2,6 0,4 2,3 0,2 1,0 0,2
V. femoralis 1,1 0,4 2,6 0,6 1,5 0,3 1,9 0,7
V. jugularis externa 6,0 0 5,2 0,8 4,0 0,6 4,8 1,2

Bei einigen Venen, wie zum Beispiel der V. cava caudalis und der V. renalis, war der Durch-

messer signifikant grélRer als der der parallel verlaufenden Arterie (Tab. 18).
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Tab. 18: Innendurchmesser parallel verlaufender Blutgefafe von den praadulten GM

BlutgefaR Mittelwert, Innendurchmesser

[mm]

Aorta abdominalis 4,7 0,8
V. cava caudalis 5,2 2,2
A. carotis communis 2,6 0,3
V. jugularis interna 1,4 0,2
A. renalis 2,7 0,8
V. renalis 4,0 1,6
A. femoralis 2,3 0,2
V. femoralis 1,5 0,3
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4.2.2 Dicke der Tunica intima

Es wurden folgende Strukturen zur Messung der Tunica intima herangezogen: die Lamina
endothelialis, das Stratum subendotheliale und die Membrana elastica interna; daher wurde
die Dicke der Tunica intima von der Form der Endothelzellen, der Ausbildung des Stratum
subendotheliale und der Auspragung der Membrana elastica interna bestimmt. Dabei hatten
die Arterien normalerweise abgeflachte bis ovale Endothelzellkerne, wahrenddessen bei den
Venen in der Regel ovale bis runde Endothelzellkerne erkennbar waren. Trotzdem war die
Tunica intima der Arterien Uberwiegend breiter gegenuber der Tunica intima der Venen.
Trotz des Vorhandenseins innerer elastischer Membranen der Venen vom muskularen Typ
war das Stratum subendotheliale bei den Venen aufgrund weniger extrazellularer Matrix sehr
schwach ausgebildet (s. Kapitel 4.1.1).

Die Dicke der Tunica intima zeigte sich in den arteriellen Abschnitten sehr variabel (von 4,4
pgm der A. renalis bis 8,7 um der Aorta ascendens), wohingegen sie bei den vendsen Ab-
schnitten mit ca. 4 uym relativ konstant blieb (3,3 pm V. cava cranialis bis 4,9 ym V. femora-
lis). Die Tunica intima verhielt sich im Gefaliverlauf wie der Innendurchmesser und nahm von
der herznahen Aorta ascendens zur herzfernen A. sacralis mediana bis zu 39 % ab (Tab.
19).

Bezlglich der Dicke der Tunica intima gab es innerhalb der GM keine signifikanten Unter-
schiede. Im Gegensatz dazu war anhand der Messwerte bei den Arterien ein signifikantes
Wachstum der Tunica intima von den zwei zu den drei Monate alten Schweinen der DL zu
sehen (A. carotis communis: p = 0,001, A. femoralis: p = 0,000). Die drei Monate alten DL-
Schweine hatten, mit Ausnahme der A. femoralis (GM (18 Mo): p = 0,001; GM (40 Mo): p =
0,009), keine signifikant dickere Tunica intima als die GM (Tab. 19). Die Intimadicken der
Venen verhielten sich jedoch zwischen den Altersgruppen sowie zwischen der Zuchtlinie GM
und der konventionellen Schweinerasse DL relativ konstant.
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Tab. 19: Dicke der Tunica intima [um] der Aortenabschnitte und ausgewahlter Blutgefale der GM und
DL

BlutgefaR Tunica intima in pm

DL (2 Mo) DL (3 Mo) GM (priadult) | GM (adult)

Mittel | Stabw | Mittel | Stabw | Mittel | Stabw | Mittel | Stabw

tel- tel- tel- tel-

wert wert wert wert
Aorta ascendens 8,4 0,6 8,7 0,7
Arcus aortae 6,7 11
Aorta thoracica 5,7 0,5 7,7 1,7
Aorta abdominalis 6,0 0,3 6,0 0,8
A. sacralis mediana 5,1 0,6

A. carotis communis 3,9 0,1 5,8 0,3 59 1,2 5,0 0,4

A. femoralis 4.1 0,5 6,5 0,7 4,7 0,3 4,9 0,8
V. femoralis 4,0 0,3 3,9 0,1 3,8 0,2 4,9 0,2
V. jugularis externa 3,5 0,0 4,0 0,1 3,7 0,5 3,7 0,3
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4.2.3 Dicke der Tunica media

Die Tunica media, die zwischen der Tunica intima und Tunica adventitia liegt, stellte die
starkste GefalRwandschicht dar. |hre Dicke zeigte sich sehr variabel und reichte bei den Arte-
rien von etwa 187 um (A. mesenterica caud.) bis 1700 um (Aorta ascendens). Dabei nahm
sie ebenfalls wie der Innendurchmesser und wie die Tunica intima im Blutgefalverlauf von
herznah zu herzfern in ihrer Dicke ab. Innerhalb der Aortenabschnitte lag die Abnahme der
Mediadicke bei etwa 71 % (Tab. 20).

Die Messwerte der Aortenabschnitte zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen den
Altersgruppen der GM (Aorta ascendens: p = 0,014; Aorta thoracica: p = 0,012). Die Tunica
media der alteren GM war bei den gemischten und muskularen Arterien nicht signifikant
dicker. Bei den Venen gab es ebenfalls keine signifikanten Schwankungen der Mediadicken
zwischen den Altersgruppen (Tab. 20). Bei den praadulten GM besal} die V. jugularis ex-
terna mit 142,2 + 20,1 ym keine signifikant dickere Tunica media als die V. jugularis interna
mit 57,7 £ 17,4 ym (p = 0,078).

Bei den Schweinen der DL verhielt es sich wie bei den GM. Die BlutgefalRe der drei Monate
alten Schweine hatten eine signifikant dickere Tunica media als die der zwei Monate alten
Schweine (A. carotis communis und A. femoralis: p = 0,000) mit Ausnahme der V. femoralis.
Die Tunica media der A. carotis communis verzeichnete von den zwei Monate alten zu den
drei Monate alten DL-Schweinen ein Dickenwachstum von ca. 60 % (Tab. 20). Der Mittelwert
der Tunica media der A. carotis communis und A. femoralis war bei den DL-Schweinen (2
Mo) von allen erhaltenen Mittelwerten der niedrigste. Die DL-Schweine (3 Mo) und die adul-
ten GM (40 Mo) besalien ahnlich hohe Mittelwerte. Die Vena jugularis externa der adulten
GM hatte dagegen mit 109,5 + 24,2 ym die schmalste und die der drei Monate alten DL-
Schweine mit 180 + 37,2 uym die dickste Tunica media. Die Mittelwerte der jingeren Schwei-

ne waren bei der V. jugularis externa ahnlich (Tab. 20).
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Tab. 20: Dicke der Tunica media [um] der Aortenabschnitte und ausgewahlter Blutgefalle der GM und

DL
BlutgefaR Tunica media in pm
DL (2 Mo) DL (3 Mo) GM (praadult) GM (adult)
Mittel | Stabw | Mittel- | Stabw | Mittel- | Stabw | Mittel- | Stabw
tel- wert wert wert
wert
Aorta ascendens 1369,9 | 1694 | 1722,9 50,4
Arcus aortae 1399,8 | 113,8
Aorta thoracica 8271 147,0 | 1221,1 | 160,1
porta abdomina- 4985 | 273 | 5532 | 246,7
A sacralis 392,2 | 1345
A carotis. 2064 | 326 | 5227 | 1057 | 3868 | 42,9 | 5100 | 581
A. femoralis 168,0 | 34,9 333,7 44,2 211,7 38,5 284.6 39,9
V. femoralis 69,5 37,7 48,7 10,4 59,4 8,8 65,0 16,3
V- Jugularis 1407 | 00 | 1801 | 37,2 | 1422 | 20,1 | 1095 | 242
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4.2.4 Dicke der Tunica externa

Die Tunica externa stellte eine sehr variable Schicht dar und war nicht immer eindeutig vom
umliegenden Bindegewebe abzugrenzen, sodass sie nicht bei allen entnommen Blutgefallen
vermessen werden konnte. Das war beispielsweise bei den thorakalen Abschnitten der Aorta
und den groRen Arterienstdammen der Fall, welche als Tunica externa vor allem dorsal eine
relativ schmale Schicht aus lockerem Bindegewebe besalien, das mit dem umliegenden
Gewebe verbunden war. Uberwiegend befand sich auf der ventralen Seite dieser Blutgefalie
eine sehr dinne serése Schicht. Bei den muskularen Arterien sowie bei den Arterien vom
Mischtyp war die Tunica externa zweischichtig aufgebaut (Abb. 12 a, b). Bei den Messungen
wurde jedoch nur die deutlich abgrenzbare, an der Tunica media angrenzende Schicht be-
ricksichtigt, die Uberwiegend aus in Langsrichtung verlaufenden elastischen Fasern be-
stand. Die auf3en anliegende lockere, schlecht abgrenzbare Schicht aus tiberwiegend kolla-
genen Fasern wurde bei den Messungen aul3en vor gelassen.

Im Blutgefaverlauf der praadulten GM war kein typisches Muster der Dicke von der Innen-
schicht der Tunica externa zu erkennen. Diese innere Schicht war sehr variabel. Innerhalb
der GM gab es bei den Arterien vom Mischtyp keine signifikanten Unterschiede, wahrend bei
der muskularen A. femoralis eine signifikante Zunahme (p = 0,002) der inneren Schicht der
Tunica externa bei den adulten GM zu verzeichnen war.

1000 pym b

Abb. 12: A. carotis communis, GM, adult, RFK, quer; a, b: Tunica intima (Ti), Tunica media (Tm),
innere Schicht der Tunica adventitia (Ta1), au3ere Schicht der Tunica adventitia (Ta2)
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Bei den Schweinen der drei Monate alten DL fielen die verhaltnismalig hohen Werte der
inneren Schicht der Tunica externa der A. carotis communis und A. femoralis auf (Tab. 21).
Die jungeren zwei Monate alten Schweine hatten ahnliche Werte wie die adulten GM und die
etwas alteren drei Monate alten Schweine der DL hatten signifikant hohere Werte als alle
anderen untersuchten Schweine (A. carotis communis: p = 0,000).

Tab. 21: Dicke der Innenschicht der Tunica externa [um] ausgewahlter Arterien der GM und DL

BlutgefaR Tunica externa in ym (Innenschicht)
DL (2 Mo) DL (3 Mo) GM (praadult) | GM (adult)
Mittel | Stabw | Mittel | Stabw | Mittel | Stabw | Mittel | Stabw
tel- tel- tel- tel-
wert wert wert wert

Aorta abdominalis 103,5 | 16,9 95,9 16,9

A. carotis com. 67,0 9,4 120,2 | 19,9 | 54,8 6,4 62,7 2,9

A. carotis ext. 58,5 14,6

A. carotis int. 50,1 1,2

Truncus pulmonalis 235,5 | 58,3

A. coeliaca 71,8 16,4

A. mesenterica cran. 175,7 17,0

A. mesenterica caud. 86,6 18,4

A. iliaca ext. 63,6 16,1

A. iliaca int. 68,8 15,6

A. sacralis mediana 41,8 25,3
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A. renalis 82,2 16,6
A. subclavia 53,8 14,0
A. axillaris 72,2 6,6
A. brachialis 42,6 13,0
A. thoracica interna 28,8 49
A. femoralis 63,3 8,0 94,7 10,8 | 47,8 4,9 76,8 7,8

4.2.5 Extrazelluldre Matrix und glatte Muskelzellen

Zur Messung der extrazellularen Matrix wurden die wesentlich funktionstragenden Strukturen
- elastische und kollagene Fasern - herangezogen und zusammen mit den glatten Muskel-
zellen ins Verhaltnis gesetzt. Diese drei Komponenten wurden in dieser Arbeit ausschlieRlich
in der Tunica media von Arterien ermittelt, da sie in dieser Gefallwandschicht den funktionel-
len Charakter des Blutgefalies bestimmen.

Die kollagenen Fasern waren bei den vorliegenden Messungen im Verhaltnis zu den elasti-
schen Fasern und glatten Muskelzellen mit einem Anteil von ca. 30 % stets konstant. Dage-
gen waren die elastischen Fasern und die glatten Muskelzellen in ihrem Anteil sehr variabel.
Dabei korrelierten die elastischen Fasern und glatten Muskelzellen in dieser Arbeit negativ
miteinander (Abb. 13, 14).

Die herznahen BlutgefalRe bzw. Aa. elastotypicae besalien deutlich hdhere Anteile an elasti-
schen Fasern als die herzfernen Arterien bzw. Aa. myotypicae. Der Anteil an glatten Muskel-
zellen war bei gleichbleibendem Anteil an kollagenen Fasern in diesen Gefal3en relativ ge-
ring. Zu diesen Arterien zahlten die thorakalen Abschnitte der Aorta mit dem Arcus aortae,
der Aorta ascendens und der Aorta thoracica mit einem elastischen Fasergehalt von rund 37
% und einem Gehalt an glatten Muskelzellen von rund 35 %. Hierbei gab es zwischen den
gemessenen Werten der praadulten und adulten GM keine signifikanten Unterschiede.

Die Aa. myotypicae besallen in ihrer Tunica media einen Uberwiegenden Anteil an glatten
Muskelzellen und einen verhaltnismalig geringen Anteil an elastischen Fasern. Sie hatten
einen muskularen Zellanteil von etwa Uber 45 %, bei einem kollagenen Anteil von durch-

schnittlich 30 %. Dazu gehorten unter anderem die herzfernen Gliedmalenarterien (A. bra-
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chialis, A. femoralis) sowie die Halsschlagader A. carotis communis der prdadulten und adul-

ten GM.
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Abb. 13: Anteile der EZM und glatten Muskelzellen in der Tunica media der A. carotis communis aller

Altersgruppen

Der Elastinanteil an der EZM betrug bei den intrathorakalen Arterien der GM durchschnittlich

etwa 53 % und bei den muskularen Arterien, wie der A. carotis communis und der A. femora-

lis etwa 27 %.

57



Ergebnisse

elastische F. der A.
femoralis

— kollagene F. der A. femoralis
°\° :]glaﬂe Muskelz. der A.
— 19 femoralis
c o
o 0,5
8 7 :
N

()
¥4

(2]

=}
=

()
= 0 4- 20
s ° o

S 8
o 7

e 7

= 1
S o
N
7]

! 0,24
2
©

-

5 ﬁ ’

£
L
<

0,0
T T T T
DL 2 Mo DL 3 Mo G 18 Mo G 40 Mo
Gruppe

Abb. 14 : Anteile der EZM und glatten Muskelzellen in der Tunica media der A. femoralis aller Alters-

gruppen

Hinsichtlich der Flachenanteile der elastischen und kollagenen Fasern sowie glatten Muskel-
zellen in der Media der A. carotis communis und der A. femoralis gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den praadulten und adulten GM. Auch stimmten die Werte der GM
mit denen der drei Monate alten DL Uberein. Dagegen wichen die Messwerte von den jungen
Schweinen der DL (2 Mo) von denen der anderen signifikant ab (A. carotis communis: p = <
0,002). Hier lag der Anteil an glatten Muskelzellen zwischen 35 % und 40 % und der Anteil
an elastischen Fasern bei etwa 32 % (Abb. 13, 14). Da die drei Monate alten DL etwa so
schwer waren wie die GM, konnte eine Masseabhangigkeit vermutet werden. Die Koérper-
masse der Schweine korrelierte mittelgradig negativ (Spearman) mit dem Flachenanteil der
elastischen Fasern in der Tunica media (A. carotis communis: r = - 0.69, A. femoralis: r = -
0.74 ) und mittelgradig positiv mit dem Flachenanteil der glatten Muskelzellen in der Tunica
media (A. carotis communis: r = 0.77, A. femoralis: r = 0.56; Abb.15 a, b) .

Ebenso konnte eine Altersabhangigkeit festgestellt werden. Die Korrelationskoeffizienten
(Spearman) betrugen fiir die elastischen Fasern r = -0.87 (A. carotis communis) und r = -0.48
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(A. femoralis) sowie fur die glatten Muskelzellen r = 0.82 (A. carotis communis) und r = 0.48
(A. femoralis). Weiterhin ergaben sich starke negative Korrelationen zwischen den Flachen-
anteilen der elastischen Fasern und glatten Muskelzellen in der Media der A. carotis com-
munis (r = -0.93) sowie der A. femoralis (r = -0.78).
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Abb.15 a: Anteil an glatten Muskelzellen in der Tunica media der A. carotis communis in Abhangigkeit
von der Kérpermasse
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Abb.15 b: Anteil an glatten Muskelzellen in der Tunica media der A. femoralis in Abhangigkeit von der
Korpermasse

60



Ergebnisse

4.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Arteria carotis communis sowie die dazu parallel verlaufende Vena jugularis externa
wurden zusatzlich mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops charakterisiert. Daflr
wurden die quergeschnittenen BlutgefaRe von ausgewahlten praadulten und adulten GM (n
= 4) und von den praadulten Schweinen der DL (n = 15) verwendet.

4.3.1 A. carotis communis

Die A. carotis communis zeigte im Querschnitt stets eine Tunica intima mit einer kontinuierli-
chen Endothelzellschicht. Diese besald haufig abgeflachte bis ovale Endothelzellen, deren
Zellkerne sich an die Zellform anpassten und ebenfalls die gleiche Gestalt aufwiesen. An der
tiefen Stelle des wellenférmigen Verlaufs der Tunica intima erschienen die Endothelzellen
kubisch (Abb. 16 d). Nur bei den ovalen Endothelzellen war die dickste Stelle dort, wo der
Zellkern lag. Ansonsten erschienen die Endothelzellen unregelmaRig mit ihren unterschied-
lich stark ausgebildeten Zytoplasmaauslaufern und Interdigitationen. Diese stellten den Kon-
takt zu benachbarten Zellen her und beinhalteten zahlreiche Nexus sowie auch Tight junc-
tions. Es waren relativ haufig drei bis vier Interdigitationen zu sehen, wobei die luminal und
basal gelegenen stets am langsten waren (Abb. 18 a). Bei flachen benachbarten Endothel-
zellen waren keine typischen Interdigitationen zu erkennen. Diese Uberlagerten sich einfach
schrag parallel zueinander (Abb. 18 b). Bei dem praadulten Schwein konnte eine punktférmig
erscheinende Glykokalyx auf der Endotheloberflache erkannt werden (Abb. 17 a), welche bei
den anderen Schweinen nicht ausgepragt war.

Im Zytoplasma der Endothelzellen waren zahlreiche Zellorganellen zu erkennen, wie die
beispielsweise in hoher Anzahl vorkommenden Pinozytoseblaschen (40-80 nm) und Mito-
chondrien (100 nm) (Abb. 18 b). Die Zellkerne mit ihrer doppelten Kernmembran (20 nm
breit) besallen zahlreiche Invaginationen und Ausstiilpungen, wodurch ihre Oberflache unre-
gelmaRig vergrélRert wurde. Sie erschienen euchromatinreich und wiesen in der Regel keine
Nucleoli auf. Das Heterochromatin lag, aufer im Bereich der Kernporen, der Kernmembran
innen an (Abb. 17 ¢, 18 b). Die endoplasmatischen Retikula waren haufig rau und erschienen
aufgeblaht. Ribosomen, Lysosomen und Golgi-Apparate waren ebenfalls in grofler Anzahl
vorhanden (Abb. 18 a, b).

Auf die Endothelzellschicht folgte eine, wie bei allen untersuchten Tieren beobachtet, konti-
nuierliche Basallamina (Abb. 17 a) mit darauf folgendem Stratum subendotheliale. Das Stra-
tum subendotheliale war bei den Arterien immer vorhanden, jedoch je nach Alter und Rasse
unterschiedlich stark ausgepragt. Das der praadulten GM mit 1,4 ym und der praadulten DL
mit bis zu 1 ym (2 Mo) bzw. etwa 2,1 um (3 Mo) war verhaltnismaRig schmal und zellarm
(Abb. 16 a, c). Das Stratum subendotheliale der Arterien der adulten GM dagegen war relativ
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breit (bis zu 7 ym) und enthielt kollagene und elastische Bindegewebsfasern sowie verschie-
dene Zellen, wie glatte Muskelzellen und Fibrozyten (Abb. 16 b). Die interne elastische
Membran unterschied sich zwischen den jlingeren und den alteren Schweinen. Sie war bei
den praadulten GM mit etwa 2,25 ym am schmalsten, wahrend die anderen Tiere bis zu 7
pMm dicke Membranen aufwiesen. Aullerdem erschien sie bei den praadulten GM und den
zwei Monate alten Schweinen der DL einfach und Uberwiegend durchgangig, wohingegen
sie sich bei den alteren GM und DL (3 Mo) haufig doppelt und unterbrochen zeigte (Abb. 16
a-d). Dabei erschienen bei Dopplung der Membrana elastica interna die oberflachlichen und
tieferen Anteile unterschiedlich dick. Weiterhin zeigten sie teilweise einen anderen Verlauf
des extrazellularen fibrillaren Materials (Abb. 16 a) und standen untereinander durch Ver-
zweigungen in Verbindung (Abb. 16 a, b). An den Unterbrechungsstellen erschien die Memb-
rana elastica interna glatt oder ausgefranst und war an den Stellen breiter ausgebildet.

Es konnte bei allen Schweinen beobachtet werden, dass die Muskelzellen der Tunica media
direkt an der elastischen Membran lagen. Diese Muskelzellen hatten auRerdem eine Verbin-
dung zu den elastischen Fasern der Tunica media.
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Abb.16: Tunica intima und angrenzende Tunica media der A. carotis communis; a: GM praadult,
4000x; b: GM adult, 2000x c: DL (2 Mo), 2000x; d: DL (3 Mo), 2000x; Endothelzelle (E), Stratum sub-
endotheliale (S), Membrana elastica interna (M), glatte Muskelzelle (My)
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Abb.17: Tunica intima der A. carotis communis mit Pinozytoseblaschen (b, c, Pfeile); a: GM praadult,
12500x, Endozytose (Pfeilkopf), Basallamina (dicke Pfeile); b: DL (2 Mo), 6300x, c: DL (2 Mo),
12500x; Endothelzelle (E), Membrana elastica interna (M), Nucleus (N)
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Abb. 18: Endothelzellen (E) der Arteria carotis com., DL (2 Mo) a: 12500x; b: 16000x; Stratum sub-
endotheliale (S), M. elastica int. (M), glatte Muskelzelle (My), Nucleus (N), Kernmembran mit perinu-
clearer Zisterne (Pfeile) Interdigitationen (1), Pinozytoseblaschen (Pb), Mitochondrien (Mi), raues en-
doplasmatisches Retikulum (Sternchen), Polyribosomen (Doppelpfeile)
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Vasa vasorum (Abb. 19) waren gelegentlich in der Tunica media der A. carotis communis im
Querschnitt zu sehen. |hre Endothelzellen waren rund bis kubisch und besallen einen oft-
mals gekerbten euchromatinreichen Zellkern, der fast die gesamte Zelle ausfullte. Auch die-
se Endothelzellen besalRen viele Mitochondrien, raue endoplasmatische Retikula und viele
Pinozytoseblaschen. Die Nachbarzellen standen mit zwei- bis mehrzipfeligen Interdigitatio-
nen in Kontakt. Eine Membrana elastica interna war nicht ausgebildet. Auf die Basalmemb-
ran schloss eine Lage an glatten Muskelzellen an. Sie waren oval und hatten Kontakt zu
mindestens zwei Endothelzellen. Das Zytoplasma der glatten Muskelzellen besald im Ver-
haltnis zu dem der Endothelzellen weniger Zellorganellen, vor allem weniger Mitochondrien.
Die Zellorganellen befanden sich Uberwiegend in Zellkernnahe. Dieser war, ebenso wie der
einer Endothelzelle, euchromatinreich und enthielt mindestens einen Nucleolus. Der Zellkern
war jedoch groRer als der einer Endothelzelle, er flullte aber nicht die ganze Zelle aus, da die
glatte Muskelzelle insgesamt gréRer war.
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Abb.19: Arteriole in der Tunica media der A. carotis communis, DL (3 Mo), a: 3150x; b: 12500x; En-
dothelzelle (E), glatte Muskelzelle (My), Nucleus (N), Mitochondrien (Pfeile), Lumen (L)
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4.3.2 Vena jugularis externa

Die Tunica intima der Vena jugularis externa wies flache bis kubische Endothelzellen auf
(Abb. 20 a). Als wesentliches Hauptmerkmal waren wie auch bei allen anderen Endothelzel-
len die zahlreichen Pinozytoseblaschen und Mitochondrien zu verzeichnen (Abb. 20 c-d). Ein
Stratum subendotheliale, wie es bei den Arterien vorlag, gab es bei den untersuchten Venen
nicht. Mikrovilli-ahnliche Strukturen konnten an der luminal gelegenen Oberflache gelegent-
lich gesehen werden (Abb. 20 a, b).

In der Tunica media waren kraftige Kollagenfaserblindel geflechtartig angeordnet (Abb. 20 a-
c). Im Gegensatz zur Tunica media der A. carotis communis konnte bei der Betrachtung der
Tunica media der V. jugularis externa nur in vereinzelten Schnitten auferst selten Vasa

vasorum gefunden werden.
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Abb. 20: Tunica intima und angrenzende Tunica media der V. jugularis externa, GM praadult; a: Nu-
cleus (N), elastische Fasern (Pfeilkopf), 6300x; b: 20000x; c: 31500x; d: Zellkontakt: Mitochondrium
(Mi), 50000x; a-d: Endothelzelle (E); a-c: kollagene Fasern (Klammer), Mikrovilli-dhnliche Strukturen

(Blitze); b-c: Interdigitation (Pfeil); b-d: Pinozytose/Vesikel (V)
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5 Diskussion

Kardiovaskulare Erkrankungen sind laut World Health Organization (WHO, 2015) weltweit
eine der Haupttodesursachen. Entsprechend finden sich in der Forschung zahireiche Ansat-
ze zu kardiovaskularen Themen, die vielfach den Einsatz eines Tiermodells unumganglich
machen. Dabei kommen unter den Groftiermodellen Uberwiegend Schweine zum Einsatz
(BMEL, 2014), da bei diesen Tieren das Herzkreislaufsystem anatomisch, wie auch physio-
logisch, dem Menschen sehr ahnlich ist (Swindle and Smith, 1998). Neben Schweinen der
DL finden in Europa insbesondere Minischwein-Zuchtlinien wie das GM Verwendung (Hiebl,
2012). Allerdings gibt es bisher nur sehr wenige systematische Studien tber den physiologi-
schen Aufbau der Blutgefalle des Tiermodells Schwein. Daher beschaftigt sich diese Arbeit
mit der altersabhangigen Erfassung mikromorphologischer und -morphometrischer Daten
biomedizinisch relevanter Blutgefalle des Tiermodells Schwein unter Berlcksichtigung des
GM und der DL. Damit soll im Sinne des 3R-Konzeptes von Russel und Burch (Russell and
Burch, 1959) ein Beitrag zum Refinement kardiovaskularer In-vivo-Studien an Schweinen
geleistet werden. Fur die Untersuchungen wurden ausgewahlte Blutgefalle, darunter Aorten-
abschnitte sowie Abschnitte aus der Halsregion und den Vorder- und Hintergliedmalien der
rechten Tierkdrperseite, herangezogen und licht- sowie elektronenmikroskopisch analysiert.
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5.1 Einfluss der Kérpermasse, des Alters und der Lokalisation auf die Entwick-
lung der Struktur der BlutgefiBe — ein Vergleich zwischen Géttingen® Minipig
und Schweinen der Deutschen Landrasse

5.1.1 Koérpermasse

Schweine der DL erreichen die Adultphase mit 30-35 Monaten bzw. einem Gewicht von 250-
300 kg (Sambraus, 2011). Demgegentber sind GM bereits ein Jahr friher mit 20-24 Mona-
ten adult und weisen letztendlich ein deutlich geringeres Kérpergewicht von 35-45 kg auf
(Abd EI-Nabi, 1975; Glodek and Oldigs, 1981; Koéhn et al., 2007).

Anhand von CT-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es bei den herznahen Blutge-
faken der GM bis zu einem Alter von 17 Monaten zu einer deutlichen Zunahme der Gefalin-
nendurchmesser und -langen kam. Ab dem 17. Lebensmonat trat allerdings eine Stabilisie-
rung dieser beiden GefalRparameter ein, obwohl das Kdrpergewicht der Tiere noch deutlich,
mit 23 % zwischen dem 17. und 21. Lebensmonat, zunahm (Hiebl et al., 2009b).

In dieser Arbeit zeigten die Ergebnisse, dass die Schweine der DL im Alter von drei Monaten
ahnliche Messwerte bezuglich der meisten metrischen Daten wie die GM aufwiesen (Tab.
17, Tab. 19, Tab. 20). Die Schweine der DL (3 Mo) wiesen gegenlber den gerade mal einen
Monat jingeren Schweinen der DL (2 Mo) ein verhaltnismafig starkes Massewachstum von
etwa 80 % auf und zeigten eine nahezu gleiche Kérpermasse (39,0 + 2,5 kg) wie die adulten
GM (42,0 £ 1,7 kg). Das Wachstum der Blutgefalie innerhalb DL war ebenso intensiv wie
das Massewachstum (z. B. 58 % Wachstum des Innendurchmessers der V. femoralis und
etwa 60 % Wachstum der Tunica media der A. femoralis und A. carotis communis). Zim-
mermann (1926) und weitere Autoren konnten unter anderem ebenfalls eine Masseabhan-
gigkeit des Blutgefallwachstums feststellen (Lopes-Berkas and Jorgenson, 2011;
Zimmermann, 1926). Jedoch schrieb Zimmermann (1926) auch von einer Stagnation des
GefaBwachstums einiger BlutgefaRe bis zum Erreichen der mittleren Kérpermasse.
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5.1.2 Innendurchmesser

In der Literatur zur histologischen Untersuchung der Schweineaorta wurde von ahnlichen
Ergebnissen berichtet wie in dieser Arbeit. Es wurde beschrieben, dass sich die Aorta vom
aufsteigenden Ast bis zur abdominalen Aorta um 60 % verjungte (Witter and Tonar, 2012).
Bei den praadulten GM und adulten GM lagen die Werte bei 40% und 64 %. Grinde fur die
Verjingung der Innendurchmesser im Alter, wie es Giberwiegend bei den herzfernen Arterien
der GM in dieser Arbeit der Fall war, gibt es verschiedene. Beziiglich der Blutgefalle des
Menschen wurde von einer physiologischen Dickenzunahme der Intima und Media im Rah-
men der Umbauprozesse im Alter berichtet, die fir die Verkleinerung des Innendurchmes-
sers zustandig sein kénnte (Kawamoto et al., 2006). Dabei konnte allein die Tunica intima
bzw. allein die Tunica media betroffen sein oder beide Gefallwandschichten zusammen
(Sims et al., 1989). Bei Untersuchungen zur Ermittlung des Durchmesser-Quotienten von der
Intima-Media-Dicke konnte jedoch keine Korrelation dargestellt werden (Marcon, 2010). Fir
die Einengung des Lumens wurden auch noch andere Faktoren verantwortlich gemacht, wie
beispielsweise die pathologische Plaquebildung im Blutgefallinnern (Kawamoto et al., 2006;
Sims et al., 1989).

Interessante Beobachtungen beziiglich der Wachstumsintensitdt der BlutgefaRe im Alters-
verlauf wurden an Hausschweinen gemacht. Dabei war das Wachstum im ersten Lebens-
halbjahr am starksten. Danach verringerte es sich, bis es im 2. Lebensjahr nochmals zu-
nahm (Zimmermann, 1926). In In-vivo-Studien an GM konnte bisher gezeigt werden, dass
sich die Innendurchmesser bis zu einem Alter von 17 Monaten vergrélerten und danach fir
einen Zeitraum von vier Monaten relativ konstant blieben (Mdller, 2010). Jedoch gibt es kei-
ne Studien, die untersuchten, wie es sich mit den Innendurchmessern in einem noch grée-
ren Zeitraum nach diesen 21 Monaten verhalt.

Die Messwerte der BlutgefaBinnendurchmesser dieser Arbeit waren mit anderen Ergebnis-
sen aus histologischen Studien am Schwein vergleichbar (Solanes et al., 2005). Mit Mess-
werten aus In-vivo-Studien (s. Kapitel 2.4.2) konnten sie jedoch grundsatzlich nur bedingt
verglichen werden. Fir die Interpretation der Lumeneinengung mit zunehmendem Alter bei
den GM der hier untersuchten Tiere, wie sie auch in der Literatur beschrieben wurde
(Kawamoto et al., 2006), waren mehrere Aspekte zu berucksichtigen. Es war in jedem Fall
die Schrumpfung des Gewebes bei der Fixierung fur mikroskopische Zwecke zu bertcksich-
tigen (Choy et al., 2005). Wahrend der Formalin-Fixierung kam es zu einer Schrumpfung des
Gewebes, deren H6he vom Gehalt an Wasser in der BlutgefalRwand abhangig war. Der Ge-
halt an Wasser war bei den elastischen Arterien etwas hoher als bei den muskularen
(Fischer and Llaurado, 1966). Fur die Wasserbindung sind vor allem Proteoglykane und
Mucopolysaccharide zustéandig, welche im Alter signifikant zunahmen (Andreotti et al., 1985).
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Da in dieser Arbeit ausschliel3lich gesunde Schweine untersucht wurden und auch die licht-
mikroskopischen qualitativen Ergebnisse keine pathologischen Auffalligkeiten zeigten, konn-
te von einer Lumeneinengung der Blutgefalle im Alter durch pathologische GefalRwandverdi-
ckung und Plaquebildung abgesehen werden. Daher sprach die Verjingung des Lumens der
Aorta abdominalis, A. carotis communis, A. renalis und A. femoralis der adulten GM in dieser
Arbeit eher fir den Prozess des physiologischen Alterns bei gleichzeitiger Mediaverdickung.
Von einem Einfluss der Fixierung auf die Verjingung der Blutgefae konnte ebenfalls aus-
gegangen werden. Ein mdglicher hdherer Wasserentzug, der einen hdheren Wassergehalt
der oben genannten Arterien voraussetzte (Andreotti et al., 1985), flihrte zu einer starkeren
Schrumpfung des Innendurchmessers. Die Arterien zeigten insgesamt im Vergleich mit einer
aktuellen In-vivo-Studie (Muller, 2010) eine durchschnittliche Schrumpfung von 46 %. Dabei
hatten die Aa. elastotypicae einen Schrumpfungsgrad von 55,5 % und die Aa. myotypicae
einen von 45,5 %. Die Schrumpfung der A. carotis communis lag jedoch mit 61 % Uber dem
Durchschnitt. Die Venen hatten eine durchschnittliche Schrumpfung von 56,1 % (Tab. 22).
Hierbei war zu berticksichtigen, dass die Messstelle zwar gut Ubereinstimmte, es sich aber
nicht um identische Tiere handelte. Choy (2005) untersuchte beispielsweise, wie grol® der
Einfluss von 6,5 % Glutaraldehyd-Ldsung auf Coronararterien war und verglich die anschlie-
Renden Messergebnisse mit denen aus dem Frischmaterial derselben Schweine. Es kam
ebenfalls zu einer Schrumpfung von Innen- und Aufendurchmesser (5,6 %) sowie der
Wanddicke (13,4 %) der Arterien (Choy et al., 2005). Die wesentlich geringeren Schrump-
fungsergebnisse von Choy et al. gegeniber den Ergebnissen aus dieser Arbeit kénnen darin
begriindet werden, dass Choy et al. (2005) das frische und fixierte Probenmaterial von den-
selben Tieren untersuchten. Aul3erdem verwendeten sie eine andere Gewebefixierung und

fokussierten sich auf die Untersuchung kleiner Blutgefalie.
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Tab. 22: Vergleich der Verhaltnisse in vivo (Muller, 2010) mit fixiertem Material dieser Arbeit anhand

der Innendurchmesser von Blutgefalen praadulter GM im Alter von 17-21 Monaten

Blutgefa® Innendurchmesser Innendurchmesser Schrumpfung [%)]

[mm], Mdller (2010), | [mm], L. Proft,

in vivo (CT), Bauch- | histologisch

lage
Aorta ascendens 19,3 7,8 60
Arcus aortae 17,9 8,7 51
Aorta thoracica 12,1 6,8 44
Aorta abdominalis 6,3 4.7 25
Truncus brachioce- 10,1 53 48
phalicus
Truncus bicaroticus 8,4 5,2 38
A. carotis communis 6,6 2,6 61
A. carotis externa 54 1,8 67
A. carotis interna 2,6 1,6 38
Truncus pulmonalis 20,9 6,9 67
A. coeliaca 5,6 2,9 48
A. mesenterica cran. 6,6 3,4 48
A. mesenterica caud. 1,9 1,1 42
A. iliaca externa 5,5 3,1 44
A. iliaca interna 42 2,1 50
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A. sacralis mediana 2,4 2,1 12,5
A. renalis 4.4 2,7 39
A. subclavia 6,6 2,9 56
A. femoralis 3,9 2,3 41
V. cava cranialis 15,1 8,8 42
V. cava caudalis 10,9 52 52
V. portae 11,4 4,4 61
V. jugularis externa 8,8 4.0 55
V. jugularis interna 57 1,4 75
V. cephalica 4.8 1,2 75
V. thoracica interna 3,5 2,0 43
V. femoralis 42 1,5 64
V. iliaca externa 6,5 3,3 49
V. renalis 7,3 4,0 45

Weiterhin wurde beschrieben, dass die Kdérperlange eines Tieres sowie das Geschlecht mit
der Grof3e der Arterien korrelierten (Zimmermann, 1926). Die mannlichen Schweine hatten in
der Regel den grofdten BlutgefalRinnendurchmesser. Darauf folgten die der weiblichen, die
der weiblich kastrierten und als letztes die der mannlich kastrierten (Zimmermann, 1926).
Hierbei spielte das Ostrogen eine entscheidende Rolle, welches sich hemmend auf die Aus-
bildung von den bindegewebigen Bestandteilen der BlutgefalRwande Kollagen und Elastin
auswirkte (Fischer and Swain, 1977). Eine Ausnahme stellte die A. mesenterica cranialis dar.
Diese besal’ bei den kastrierten Schweinen einen grélkeren Durchmesser als bei den nicht
kastrierten (Zimmermann, 1926). Da Sexualhormone einen Einfluss auf die Blutgefalient-
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wicklung nehmen (Fischer and Swain, 1977), sollte ebenfalls das Geschlecht eines Tieres
bzw. der Zustand kastriert oder nicht kastriert in der Tierversuchsplanung in kardiovaskula-
ren Studien im Sinne des Refinements berticksichtigt werden. In dieser Arbeit wurden aus-
schliellich weibliche GM untersucht. Bei den DL-Schweinen waren das weibliche und mann-
liche Geschlecht vertreten. Da sie jedoch aufgrund ihres Alters (2 und 3 Monate) noch nicht
die Geschlechtsreife, die mit ca. finf Monaten eintritt, erreicht hatten, konnte das Geschlecht
bei der Beurteilung der Ergebnisse vernachlassigt werden.

5.1.3 Einteilung der Arterien und Venen

Arterien

Die in dieser Arbeit vorgenommene Zuordnung der Arterien in die A. elastotypica, A. myoty-
pica und A. mixtotypica stimmten weitestgehend mit den Ergebnissen aus friiheren Untersu-
chungen der Blutgefalle an prdadulten GM Uberein (Tanigawa et al., 1986a). In der Studie
von Tanigawa et al. wurden die Arterien ebenfalls den entsprechenden Typen zugeordnet.
Es wurden dafur histologische Charakteristika der einzelnen Wandschichten herangezogen.
Fir die Tunica intima waren dies das Stratum subendotheliale und eine Membrana elastica
interna. Fur die Tunica media wurden die Charakteristika wie die Anordnung des elastischen
Materials und der glatten Muskelzellen herangezogen, sowie fir die Tunica externa das
Vorhandensein einer Membrana elastica externa und kollagener und elastischer Fasern. Das
Adventitia/Media-Verhaltnis war ebenfalls ein Charakteristikum fir die Einteilung der Arte-
rien. Dabei nahm, sowohl in der Studie von Tanigawa (1986) als auch in dieser Arbeit, das
Verhaltnis zugunsten der Adventitia von elastischen zu muskularen Arterien zu. Abweichend
zu den Ergebnissen in dieser Arbeit wurde beispielsweise angegeben, dass die Aa. mixtoty-
picae und Aa. myotypicae kein Stratum subendotheliale besa’en (Tanigawa et al., 1986a).
Des Weiteren wurde eine Lamina elastica externa beschrieben, die der Tunica adventitia
angehorte. Diese aulere elastische Lamelle konnte jedoch nicht in jeder Arterie, egal wel-
chen Typs, in den Studien an GM bzw. am Menschen nachgewiesen werden (Gross et al.,
1934; Tanigawa et al., 1986b). In einer alteren Studie Uber Untersuchungen der Blutgefale
von den Schultergliedmalen verschiedener Tierarten wurde die Membrana elastica externa
als eigene Schicht erfasst und es wurde von einer ,Tunica elastica externa“ geschrieben.
Jedoch konnte diese Schicht bei den Untersuchungen auch nicht immer nachgewiesen wer-
den (Thienel, 1902). Andere Autoren, die die duRere elastische Membran deutlich sehen
konnten, v. a. in den Blutgefallen der Arme bzw. VordergliedmafRen von Mensch und Hund,
hielten sie fir eine separate Struktur (Acar et al., 1991; Thienel, 1902) oder zahlten diese zur
Tunica media.

Als Besonderheit war in dieser Arbeit die A. carotis communis zu sehen. Diese Arterie wurde
zum einem dem muskularen Typ (GM + DL (3 Mo)) und zum anderen dem Mischtyp (DL (2
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Mo)) zugeordnet. Tanigawa et al. (1986) und andere Autoren (Gussenhoven et al., 1989;
Lockwood et al., 1992) ordneten die A. carotis communis dem elastischen Typ zu. Naheres
wird dazu im Abschnitt ,A. carotis communis* des Kapitels 5.2.1 beschrieben.

Bezliglich der A. carotis interna gab es keine Ubereinstimmung der Befunde in dieser Arbeit
mit den Untersuchungen von Tanigawa et al. (1986). Sie wurde von ihnen dem Mischtyp
zugewiesen (Tanigawa et al., 1986a), wohingegen sie in dieser Arbeit dem muskularen Typ
zugeordnet wurde. Da in der Studie von Tanigawa et al. (1986) Schweine bis zu 12 Monaten
untersucht wurden, ist nicht auszuschlieRen, dass auch die A. carotis interna, wie die A.
carotis communis, eine Entwicklung von dem einen in den anderen Typ durchmachte (Kapi-
tel 5.2.1). Solch eine Entwicklung im Altersverlauf konnte auch an anderen Arterien, wie
beispielsweise der Pulmonalarterie von Huftieren, gemacht werden (Zimmermann, 1926).

Die EZM wurde in samtlichen Arterien des Hundes im Vergleich zum Schwein ermittelt. Da-
bei wurde ein gemeinsamer Gehalt an Elastin und Kollagen von 50 % in der Trockenmasse
der gesamten Gefallwand ermittelt (Harkness et al., 1957). Bei den herzfernen Arterien war
der prozentuale Anteil etwas héher. An intrathorakalen Arterien, mit Ausnahme der Pulmo-
nalarterie, konnte, wie auch in dieser Arbeit, nachgewiesen werden, dass der Elastinanteil an
der EZM mit 60 % doppelt so hoch war wie bei den extrathorakalen Arterien mit 30 %. Der
Ubergang von intrathorakalen Anteilen an EZM nach extrathorakalen erschien verhaltnisma-
Big abrupt (Harkness et al., 1957).

Venen

Die Einteilung der Venen erfolgte in dieser Arbeit aufgrund ahnlicher Kriterien wie bei den
Arterien in elastische und muskulare Typen (Tab. 16). In der Literatur gibt es bisher kaum
eine systematische Festlegung Uber diese Einteilung der Venen. Hochrein (1929) schrieb
von einer Einteilung der Venen in drei Typen, welche, unter Berlicksichtigung des Venenauf-
baus, eher aus topografischer Zuteilung der Venen im Korper erstellt wurden (Hochrein,
1929). Dennoch wurde von muskularen Venen beim Pferd (Keen et al., 2008) und grof3en
muskuldren Venen im Penis (Crowe et al., 1991) sowie kleinen subkutanen muskularen
Venen (Chen, 2010) des Menschen gesprochen. Diese besalien, wie auch die muskularen
Venen in dieser Arbeit, konzentrisch angelegte innere elastische Fasern, welche der M. elas-
tica interna der Arterien entsprachen (Chen, 2010).

Der histologisch beschriebene unterschiedliche Wandaufbau der Venen zeigte sich auch in
ihrem Verhalten in den In-vivo-Studien von Miller (2010). Die in meinen Untersuchungen als
elastische Vene charakterisierte V. jugularis externa zeigte in Mullers Untersuchungen bei
Lagerung der GM im CT von Bauch- in Rickenlage eine wesentlich hohere Reduktion des
Innendurchmessers (22,2 %) als die V. jugularis interna (7,9 %) (Muller, 2010), die von mir
als muskulare Vene charakterisiert wurde. Die Venenwand der V. jugularis interna scheint
durch den hoéheren Gehalt an glatten Muskelzellen stabiler zu sein, sodass sich der verhalt-
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nismafig kleine Innendurchmesser nicht erheblich verkleinert. Aufgrund des stark variieren-
den Aufbaus der Venenwande ist es flr eine Versuchsplanung wichtig, die morphologischen
Besonderheiten der Gefalde zu kennen.

Zellkernanzahl der Endothelzellen in den BlutgefaBen

Die Anzahl der Endothelzellkerne bei den adulten GM war pro Referenzstrecke bei den Aa.
elastotypicae hdher als bei den praadulten. Méglicherweise lag das daran, dass die adulten
GM schmalere Zellen besalRen bzw. durch die dickere Tunica media der Gefale eine starke-
re Kontraktion der Arterien fixationsbedingt stattfand. Zellkernhaufen, wie sie im Alter in En-
dothelzellen von Venen beschrieben wurden (Hort, 1962b), waren bei den Endothelzellen
dieser Arbeit nicht zu sehen. Bei den Venen der GM erschien die Zellkernzahl (22 - 29 Zell-
kerne pro 0,4 mm) zwischen den Venentypen relativ konstant und stimmten mit den Ergeb-
nissen von Hort (1962) weitestgehend Uberein. Er machte Angaben zur Zellkerndichte bei
der unteren Hohlvene des Menschen im Altersverlauf. Er zahlte beispielsweise bei einer
Strecke von 0,24 mm etwa 10 Zellkerne. Diese Anzahl veranderte sich auch nicht signifikant
im Alter (Hort, 1962b).

78



Diskussion

5.1.4 Dicken der Wandschichten

Arterien

In der bestehenden Literatur konnten wenige Messwerte Uber die Intimadicken gefunden
werden. Pinto et al. (1998) konnten beispielsweise bei der A. carotis communis der Ratte in
Bereichen mit physiologisch erweitertem Stratum subendotheliale eine etwa 4 pym dicke
Tunica intima messen (Pinto et al., 1998). Dieser Wert stimmt mit den Ergebnissen aus den
Untersuchungen der A. carotis communis dieser Arbeit am Schwein mit durchschnittlich 5
Mm weitestgehend Uberein.

In anderen Studien Uber Blutgefalle konnten die Mediadicken bestimmt werden. Die Aorta
ascendens beim Hund beispielsweise (Beagle, 24 + 7 Monate) hatte mit 1368 + 64,64 uym
Mediadicke (Isayama et al., 2013) fast dieselbe Dicke wie die Tunica media der praadulten
GM (1369,9 £ 169,4 um) in dieser Arbeit. In einer Studie an Schweinen von Witter und Tonar
(2012) konnte, wie auch in dieser Arbeit, beobachtet werden, dass die komplette Dicke der
Gefallwand von der Aorta ascendens bis zur Aorta abdominalis um ca. 55 % abnahm. Dabei
hatten die Tunica intima und die Tunica externa bei den elastischen Arterien aufgrund ihrer
geringen Dicken kaum Einfluss auf die GesamtgefalRwanddicke. Weiterhin wurde berichtet,
dass mit dem Alter die Wanddicke zunahm (Witter and Tonar, 2012).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Dicke der Tunica media im Gegensatz zur Tu-
nica intima bei den praadulten GM noch nicht voll ausgereift war. Hierbei war eine Altersab-
hangigkeit zu erkennen, wahrend bei den Schweinen der DL ebenso eine Masseabhangig-
keit bestand.

Die Dicke der Tunica externa war, wie ihr Gehalt an Strukturen (Vasa vasorum, Nervenbiin-
del, Fettzellen, Parenchym; s. Kapitel 4.1.1), sehr variabel. Innerhalb des Blutgefalverlaufs
von herznah zu herzfern war die Tunica adventitia entsprechend ihrer Funktion bzw. Lokali-
sation im Tierkdrper aufgebaut (Bundi et al., 2009; v. Kiugelgen, 1955).

Zwischen den praadulten und adulten GM gab es nur vereinzelt Unterschiede. Die Messwer-
te der A. femoralis von den adulten GM waren héher als die von den praadulten GM. Bezlig-
lich der A. carotis communis besalen alle untersuchten Schweine der DL eine gréRRere Dicke
der gemessenen Schicht als die GM. Die Tunica externa war bei den elastischen Arterien
aufgrund ihrer Verankerung zum umliegenden Gewebe nicht abzugrenzen und ihre Ausdeh-
nung somit nicht zu ermitteln. Grundsatzlich wurde in dieser Arbeit die gut erkennbare elasti-
sche, an die Tunica media angrenzende Schicht gemessen und die aullere, aus lockerem
Bindegewebe bestehende, nicht gut zur Umgebung abgrenzbare Schicht, unbertcksichtigt
gelassen. Shi et al. (1996) konnten dagegen bei Schweinen die Tunica externa der Koronar-
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arterien komplett messen (Shi et al., 1996). lhre Messergebnisse (etwa 131 — 224 pm)
stimmten somit teilweise nicht mit den Ergebnissen der GM und DL in dieser Arbeit GUberein.

Die Ergebnisse machen deutlich, welche Funktion den einzelnen Abschnitten der Blutgefalie
zukommt. Wahrend die herznahen Arterien dem Druck des Blutauswurfes direkt vom Herzen
standhalten, diesen mit Hilfe ihrer Dehnbarkeit aufnehmen und fiir die Peripherie abschwa-
chen missen (Windkesselfunktion) (Belz, 1995; Ude, 1933), gilt fir die herzfernen muskula-
ren Arterien, dass sie mit Hilfe ihrer Muskelzellen einen den aktuellen Erfordernissen des
Organismus entsprechenden Blutdruck aufrechterhalten missen (Wezler and Boger, 1939).

Venen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Werte sehr variabel waren und von der Loka-
lisation im Tierkdrper bzw. ihrer speziellen Funktion (z. B. V. portae, Venae cavae) abhingen.
Einige Autoren konnten in ihren Studien an Schweinen, Rindern, Schafen, Pferden und Hun-
den, sowie am Menschen ahnliches beschreiben (Bongartz, 1958; Hort, 1962a; Hort, 1962b).
Bongartz (1958) beschrieb beispielsweise die Venenwand der V. cava caudalis in ihrer kom-
pletten Lange und stellte fest, dass das muskulo-elastische System auf Hohe der Leber star-
ker ausgepragt war als in den kaudalen Abschnitten der Vene (Bongartz, 1958). Er ging
davon aus, dass die Vene kranial unter anderem dem Druck des Leberparenchyms stand
halten muss.

Wahrend die Tunica intima in dieser Arbeit bei allen untersuchten Schweinen eine konstante
Breite von etwa 4 um aufwies, variierten die Messwerte der Tunica media erheblich. Bei-
spielsweise hatte die in der Halsregion liegende V. jugularis interna (60 um) der GM im Ver-
gleich zur V. portae (400 ym) eine deutlich kleinere Tunica media. Die Tunica intima der
pathologisch verdickten Zugangsvenen von Hamodialysepatienten maf} im Durchschnitt 6
pMm und die Tunica media durchschnittlich 240 um (Feinfeld et al., 1999). Diese Werte kamen
durch die Manipulation an den Venen durch einen Venenkatheter zustande. Somit kénnen
physiologische Werte unter 6 um und 240 um angenommen werden, die vergleichbar mit
den Werten der Schweine in dieser Arbeit waren. Da Intima-Media-Verdickungen beispiels-
weise auch ein Problem bei Venenbypassen darstellen (Dobrin et al., 1989; Schwartz et al.,
1992), ist es wichtig, die physiologischen Daten der Venenwandabschnitte zu kennen, um
das Ausmal} der Veranderungen abschatzen zu kénnen.

5.2 Vergleich mit dem Menschen und anderen Spezies

Die mikromorphologischen Eigenschaften von den in der Literatur beschriebenen Arterien
und Venen des Menschen und der hier untersuchten GM waren grundsatzlich ahnlich (Tab.
23, Tab. 24). Die Tunica intima der verschiedensten Spezies besall mit etwa 4 bis 6 um im
Durchschnitt (Feinfeld et al., 1999; Pinto et al., 1998) den gleichen Wert wie bei den GM. Die
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Werte der Mediadicken und die der Innendurchmesser, die mit unterschiedlichen Messme-
thoden ermittelt wurden, waren dagegen sehr variabel (Tab. 3, Tab. 4). Messwerte Uber die
Tunica externa konnten in der Literatur auch vereinzelt gefunden werden, variierten jedoch
ebenfalls sehr stark (Eckman et al., 2013; Shi et al., 1996).

5.2.1 Arterien

Der Grundaufbau der Arterien mit ihren drei Wandschichten (s. Kapitel 5.1.2) war bei den
GM und den Schweinen der DL berwiegend gleich, sodass in diesem Kapitel an ausge-

wahlten BlutgefalRen auf besondere Erkenntnisse bzw. Eigenschaften eingegangen wird.

Aorta

Die qualitativen Untersuchungen der EZM der Aorta (Aorta ascendens, Aorta thoracica, Aor-
ta abdominalis) ergab bei den GM eine relativ gute Differenzierung der bindegewebigen
Bestandteile in der Tunica media. Der Anteil an kollagenen Fasern beider Altersgruppen der
GM war unter histologischer Betrachtung mit 30 % stets konstant und auch die Anteile an
elastischen Fasern nahmen mit dem Alter nicht zu.

Benninghoff (1927) beschrieb qualitativ die Anordnung der elastischen Fasern und der glat-
ten Muskelzellen an der thorakalen Aorta von groRen Sdugern (u.a. Ochsen, Pferd), kleinen
Saugern (Hund, Kaninchen, Meerschweinchen) und dem Menschen. Dabei wurde je nach
Anordnung der Strukturen zwischen zwei Arten von Aorten unterschieden. Er beschrieb,
dass die grof’en Sauger eine Aorta von grober Struktur und héher differenzierten Muskelzel-
len besalien, wahrend kleine Sauger und der Mensch eine Aorta mit feiner Durchflechtung
des Gewebes und ,primitive“, glatte Muskelzellen hatten, die schlecht voneinander abzu-
grenzen waren (Benninghoff, 1927). In einer weiteren Studie wurde mit Hilfe biochemischer
Verfahren unter anderem der Gehalt an kollagenen und elastischen Komponenten in der
Aorta ascendens und Aorta descendens des Menschen erfasst. Mit 141 mg/g besal} die
Aorta ascendens etwas mehr an Kollagen als die Aorta descendens mit 132 mg/g Trocken-
substanz. Auch der Elastingehalt mit 387 mg/g war héher als in der absteigenden Aorta mit
360 mg/g. Es wurde weiterhin festgestellt, dass die Kollagene mit dem Alter zunahmen und
die elastischen Bestandteile unverandert blieben. Auch die Wanddicke nahm mit dem Alter
signifikant zu (Andreotti et al., 1985).

Die Tunica media ist die GefaBwandschicht, die den groften Wandanteil eines Blutgefales
bildet (Solanes et al., 2005). Die darin enthaltene EZM besteht zum einen aus kollagenen
Fasern, die fur die Zugstabilitat zustandig sind, und zum anderen aus elastischen Fasern, die
fur die Dehnbarkeit des Blutgefalles verantwortlich sind (Sokolis, 2007; Sokolis, 2008). Des
Weiteren gibt es in der Tunica media kontrahierende Elemente — die glatten Muskelzellen
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(Sokolis, 2010; Zimmermann, 1926). Je nach Zusammensetzung der drei oben genannten
Strukturen werden die Eigenschaften des Blutgefalles festgelegt. So besitzen beispielsweise
die thorakalen Aortenabschnitte einen relativ hohen Anteil an elastischen Fasern, wodurch
sie die ,Windkesselfunktion® erfullen (Belz, 1995; Ude, 1933). Das Verhalten der EZM in der
Tunica media spielt aulerdem bei pathologischen Prozessen eine Rolle (Harkness et al.,
1957; Intengan and Schiffrin, 2001) und auch wahrend des Altersverlaufs kommt es zu Ver-
anderungen (Gudiene et al., 2007). Die gréliere Gefallwanddicke der Aortenabschnitte der
adulten GM dieser Arbeit ist eher an ein konstantes Wachstum aller Bestandteile der EZM in
der Tunica media gekoppelt, wahrend beim Menschen eine Zunahme Uberwiegend kollage-
ner Bestandteile vorliegt (Benninghoff, 1927). Die Unterschiede zwischen Mensch und GM
sollten bei der Tierversuchsplanung mitberticksichtigt werden, da mdglicherweise unter-
schiedliche Reaktionen des Gewebes auf gesetzte Stents erfolgen kénnten.

A. carotis communis

Die A. carotis communis dient in der Humanmedizin unter anderem als wichtige Arterie zur
Verifizierung kardiovaskularer Risikoeinschatzung. Neben der Bestimmung der Blutflussge-
schwindigkeit und der Beurteilung von Ablagerungen wird die Intima-Media-Dicke (IMT) als
diagnostischer Parameter herangezogen (Simons et al., 1999). Die Differenzierung zwischen
elastischen und muskularen Arterien ist mit Hilfe nicht-invasiver Verfahren mdglich
(Gussenhoven et al., 1989; Lockwood et al., 1992).

Die A. carotis communis, die bei allen untersuchten Tieren aus der Halsmitte enthommen
wurde, zeigte sich bei den praadulten und adulten GM sowie den alteren Schweinen der DL
(3 Mo) als klassische muskulare Arterie mit ihren entsprechenden morphologischen Eigen-
schaften der einzelnen BlutgefaBwandschichten. Timmins et al. (2010) beschrieben die bo-
vine A. carotis communis ebenfalls als eine muskulare Arterie. In wissenschaftlichen Studien
an Arterien praadulter GM und humaner Arterien wurde die Arteria carotis communis aller-
dings sonografisch und auch histologisch als elastische Arterie bezeichnet (Gussenhoven et
al., 1989; Lockwood et al., 1992; Tanigawa et al., 1986a). Von wesentlicher Bedeutung
schien bei der Beurteilung der Arterien die Entnahmestelle zu sein, da der Gefaldtyp inner-
halb des Blutgefallverlaufs der A. carotis communis unter anderem beim Menschen und
Schwein wechselte. Es wurde ein Absinken des Elastingehaltes, eine Zunahme des Kolla-
gens und des Anteils an glatten Muskelzellen von proximal nach distal gefunden (Garcia et
al.,, 2011; Zimmermann, 1926). Dadurch entsprach der proximal untersuchte Abschnitt mehr
dem elastischen Typ und der distal untersuchte, in der Halsmitte gelegene, eindeutig dem
muskuladren Typ. Die Messwerte der prozentualen Anteile der Strukturelemente der Tunica
media unterschieden sich zwischen Mensch und 3 Monate alten Schweinen nicht voneinan-
der (Garcia et al., 2011). Weiterhin wurde beobachtet, dass die A. carotis communis wah-
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rend des Wachstums Veranderungen vom elastischen zum muskuldren Typ durchmachte
(Gussenhoven et al., 1989; Lockwood et al., 1992). Dies trifft auch auf die in dieser Arbeit
untersuchten Schweine der DL zu, bei denen im Alter von 2 Monaten noch der Mischtyp und
einen Monat spater der muskulare Typ festgestellt wurde. Der Wechsel der Arterientypen bei
den Schweinen der DL, der physiologischerweise vom elastischen zum muskularen Typ
stattfand, kann darin begriindet sein, dass bei den jingeren Schweinen der Weg des pulsie-
renden Blutes vom Herzen zum Kopf kleiner als bei den alteren Schweinen ist (Wolkoff,
1924). Dadurch wird der Blutdruck des Herzens durch die elastischen Arterien abgefangen
(Windkesselfunktion) (Ude, 1933; Wezler and Bdger, 1939).

Bezlglich der Verteilung der EZM der A. carotis communis gab es Untersuchungen uber die
unterschiedliche Lage der elastischen Fasern in der Tunica media. Beispielsweise lagen sie
in der A. carotis communis beim Schwein zu einem Drittel luminal und zu zwei Drittel ablumi-
nal (Garcia et al., 2011). Bei den GM und Schweinen der DL lagen sie dagegen Utberwiegend
gleichmaRig verteilt in der Tunica media. Bei den adulten GM gab es eine dichtere Anord-
nung der elastischen Fasern nach luminal. Des Weiteren wurden in der A. carotis communis
des Rindes unterschiedliche Verlaufsrichtungen der elastischen und kollagenen Fasern ge-
funden, die luminal axial und ab einem Abstand von 20 ym vom Endothel in die zirkulare
Anordnung Ubergingen (Timmins et al., 2010). Dieser Verlauf konnte bei den Schweinen in
dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Hier verliefen die elastischen Fasern zusammen mit
der glatten Muskulatur Uberwiegend zirkular.
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Tab. 23: Ausgewahlte histologische Parameter der Arteria carotis communis: eigene Ergebnisse zu

Géttingen® Minipigs (GM) und Schweinen der Deutschen Landrasse (DL) im Vergleich mit Literaturda-

ten zum Menschen

A. carotis communis

Spezies GM DL Mensch
Alter 18 Monate | 40 Monate | 2 Monate | 3 Monate | 10 Jahre (Tamura et
al., 2011); 30 Jahre
(Juonala et al.,
2005)
Intima-Media- 392,7 um | 515 um 210,3 um | 528,5 ym | 400 pm (Tamura et
Dicke (IMT) al., 2011); 580 um
(Juonala et al.,
2005)
Zunahme der 24% (im Durchschnitt 60% 31 % (0,1 % pro
IMT im Untersu- | 1,1% pro Monat) Untersuchungszeit- Monat); Untersuch-
chungszeitraum | Untersuchungszeit- raum: 1 Mo ungszeitraum: 20
raum: 22 Mo Jahre (Juonala et
al., 2005; Tamura et
al., 2011)
Einteilung der muskulare | muskulare | Mischtyp muskulare | elastische  Arterie
A. carotis com- | Arterie Arterie Arterie (Gussenhoven et
munis in Typen al., 1989)
Lumendurch- 2,6 mm 2,1 mm 1,8 mm 1,5 mm 5-6 mm im Alter
messer von 12 Jahren

(Tounian et al.), 7 -
9 mm im Alter von
45 bis 70 Jahren
(Hansen et al.,
1995)
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Tab. 24: Ausgewahlte histologische Parameter der Arteria femoralis: eigene Ergebnisse zu Géttingen®

Minipigs (GM) und Schweinen der Deutschen Landrasse (DL) im Vergleich mit Literaturdaten zum

Menschen

A. femoralis

Spezies GM DL Mensch

Alter 18 Monate | 40 Monate | 2 Monate 3 Monate 13,5+ 7 Jahre
(Litwin et al., 2004);
42 + 10 Jahre
(Gariepy et al.,
1995)

Intima-Media- 216, 4 um | 289,5um | 172,11 ym | 340,2 um | 330 ym (Litwin et

Dicke (IMT) al., 2004); 500 pm
(Gariepy et al.,
1995)

Zunahme der 25 % (im Durchschnitt | 49 % 34 % (im Durch-

IMT im Untersu- | 1,1% pro Monat) Untersuchungszeit- schnitt 0,1% pro

chungszeitraum | Untersuchungszeit- raum: 1 Mo Monat) Untersu-

raum: 22 Mo chungszeitraum:

28,5 Jahre

Einteilung der muskulare | muskulare | muskulare | muskulare | muskulare Arterie

A. femoralis in Arterie Arterie Arterie Arterie (Sokolis, 2010)

Typen

Lumendurch- 2,3 mm 1,0 mm 1,6 mm 2,6 mm 6,4 mm (Sass et al.,,

messer 1998); 8,4 mm
(Gariepy et al.,
1995)

5.2.2 GroBe Venen (iiber 5 mm Innendurchmesser)

Zu den grofRen Venen (Uber 5 mm) wurden in dieser Arbeit die Vena cava cranialis, Vena

cava caudalis und die Vena portae gezahlt, da sie neben einen gro3en GefalRinnendurch-

messer auch besondere Strukturen in ihren einzelnen Wandschichten besalen.

Die Vena cava cranialis der praadulten GM mit einem durchschnittlichen Innendurchmesser

von 8,8 + 2,2 mm besal} eine gewdhnlich schmale Tunica intima, die eine elastische Memb-

ran enthielt. Durch dieses Kriterium und den Aufbau der Tunica media mit ihrem relativ ho-
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hen Muskelzellanteil wurde diese Vene dem muskularen Typ zugeordnet. Die V. cava crania-
lis besall aufgrund ihrer Enthahmestelle eine Tunica media, die ausschlieBlich Herzmuskel-
zellbandel als kontraktile Elemente beinhaltete. Diese verliefen unregelmafig longitudinal
und zirkuldr. Immunhistochemische SMA-Untersuchungen bestéatigten, dass es keine a-
SMA-positiven Muskelzellen gab.

Histologische Untersuchungen der oberen Hohlvene des Menschen ergaben, dass das Auf-
treten und die Lokalisation von longitudinal verlaufenden glatten Muskelzellen in der Tunica
media von dem Ort der Entnahmestelle abhangig war. Bis 15 mm vom Atrium entfernt ka-
men glatte Muskelzellen im transversalen Anschnitt zusammen mit Herzmuskelzellen vor.
Beim 20 mm Anschnitt waren nur Herzmuskelzellen in der Tunica media zu erkennen, wah-
rend wiederum im weiter entfernten Anschnitt (50 mm) ausschlieBlich glatte Muskelzellen
identifiziert werden konnten (Hashizume et al., 1995). Bei den Lungenvenen der Ratte konn-
ten ebenfalls Herzmuskelzellen nachgewiesen werden. Diese besalien jedoch einen zwei-
schichtigen Aufbau der Tunica media mit zusatzlich zirkular verlaufenden glatten Muskelzel-
len, die der Tunica intima anlagen (Ts'ao et al., 1970).

Da sich jedoch in dieser Arbeit die Entnahmestelle der Vv. cavae craniales nicht direkt am
Ubergang zum rechten Herzvorhof befand, sondern mindestens einen Zentimeter von die-
sem entfernt, enthielten sie somit Gber eine langere Strecke diese besonderen Muskelzellen.
Hier kann von einer Beteiligung der Venen an einer Vorhofkontraktion ausgegangen werden.
Ahnliche Befunde wurden unter anderem bereits an der V. cava cranialis von Hunden sowie
an den Lungenvenen von Ratten gemacht. Es konnten ebenfalls Herzmuskelzellen identifi-
ziert werden, die nachweislich auch Gap junctions als typische Zellverbindungen der Herz-
muskelzellen enthielten (Kappagoda et al., 1972; Ludatscher, 1968; Yeh et al., 2001).

Die Vena cava caudalis der untersuchten Tiere, eine ebenfalls sehr gro3e Vene mit einem
Innendurchmesser von 5,2 + 2,2 mm, besal bei den praadulten GM eine schmale Tunica
intima. Trotz Zuteilung dieser Vene in den muskularen Typ (Tab. 16) war keine eindeutige
elastische innere Membran zu erkennen. Die Tunica media enthielt eine sehr schmale
Schicht von zirkular verlaufenden glatten Muskelzellen (70 ym), wahrend ihr kraniales Ge-
genstlick, die Vena cava cranialis, eine 650 um dicke Muskelzellschicht in der Tunica media
besalR. Auf die Tunica media folgte die etwas dicker ausgebildete Tunica adventitia. Diese
Schicht besall Verflechtungen aus kollagenen und elastischen Fasern, welche sich longitu-
dinal ausrichteten.

In Untersuchungen am Menschen konnte an Orcein-gefarbten Schnitten keine innere elasti-
sche Membran identifiziert werden (Hort, 1962b). Bei Untersuchungen anderer Spezies,
darunter auch das Schwein, wurde sie dagegen als ,gut sichtbare Tunica elastica interna“
bezeichnet (Bongartz, 1958). Zur Tunica media wurden ebenfalls unterschiedliche Ergebnis-
se gefunden. In Abhangigkeit von der Entnahmestelle konnten im thorakalen Abschnitt der V.
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cava caudalis beim Schwein und bei anderen Tierarten (Rind, Schaf, Pferd, Hund) Herzmus-
kelzellen nachgewiesen werden (Bongartz, 1958). Aufgrund der Entnahmestelle der Vene im
Abdomen war das Auftreten von Herzmuskelzellen in der Tunica media in dieser Studie
unwahrscheinlich. Die Dicke der Tunica media der unteren Hohlvene beim Hund war mit 15
um (Isayama et al., 2013) sparlicher als die Tunica media der in dieser Arbeit untersuchten
GM ausgebildet. Die Tunica adventitia der Vena cava caudalis des Menschen besal}, entge-
gen der hier vorliegenden Ergebnisse, Langsmuskulatur. Diese nahm in kaudalen Abschnit-
ten ab, wahrend die Muskulatur der Tunica media kaudal zunahm (Hort, 1962b).

Der variable Wandaufbau der V. cava caudalis in verschieden Spezies resultiert sicherlich
aus der Lage im Organismus und den daraus resultierenden Druckverhaltnissen (Bongartz,
1958; Mller, 2010). Hierbei spielt der aufrechte Gang des Menschen und im Gegensatz
dazu die vierfiRige Gangart des Schweines eine grof3e Rolle (Buckner et al., 1999). Bei den
Schweinen ist dadurch ein erheblicher mechanischer Druck durch die Organe auf diese Ve-
ne physiologischer Weise nicht zu erwarten. Zur Uberwindung der Druckverhaltnisse spielt
die Lange des Organismus wahrscheinlich auch eine Rolle, da die Venen dann ebenfalls
entsprechend lang beschaffen sein missen (Zimmermann, 1926).

Die Vena portae wurde mit einem Durchmesser von 4,4 + 0,5 mm bei den praadulten GM
und 6,9 £ 2,2 mm bei den adulten GM den grof3en Venen zugeordnet. Es gab zwischen den
adulten und praadulten GM keine signifikanten qualitativen Unterschiede und auch nicht
bezuglich der Beobachtungen an EZM. Die Vena portae besal} einen besonderen Aufbau
der Venenwand, den es in keiner anderen Vene zu sehen gab. Die Tunica intima war zu-
nachst ahnlich wie bei den anderen Venen muskuldren Typs aufgebaut. Sie bestand aus
einem schmalen Endothel und einer durchgehenden, aber sehr diinnen Membrana elastica
interna. Die Tunica media besald einen zweischichtigen Aufbau mit einer relativ schmalen
Schicht an zirkular angeordneten glatten Muskelzellen, die der Intima anlag, und einer darauf
folgenden Schicht mit langsverlaufenden Muskelzellbindeln. Diese Muskelzellbindel waren
in kollagene Fasern eingebettet. Die Tunica adventitia enthielt Vasa vasorum, Nerven sowie
vereinzelt Leberzellen und war auf der ventralen Seite Uberwiegend mit einem einschichtigen
Plattenepithel Uberzogen.

Es existieren viele histologische Untersuchungen zur Vena portae verschiedener Spezies.
Dementsprechend gab es vereinzelt Unterschiede in den Beobachtungen. Beispielsweise
berichteten einige Autoren, wie es auch in dieser Arbeit festgestellt wurde, von einer Tunica
intima mit einer Membrana elastica interna bei der Ratte (Ts'ao et al., 1970) bzw. mit einer
.Elastica interna“ beim Menschen (Hort, 1962a). Untersuchungen an der menschlichen Vena
portae im Altersverlauf zeigten, dass vor allem der Gehalt an kollagenen Fasern und auch
der Gehalt an elastischen Fasern im Alter anstieg (Hort, 1962a). Hort beschreibt weiterhin
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langsverlaufende Muskelzellbiindeln, die sich in der Tunica adventitia befanden und nicht in
der Tunica media der Vena portae. Dieselben Befunde dokumentierten auch weitere Auto-
ren, die histologische Untersuchungen an Portalvenen von Ziegen durchfiihrten (Tadjalli and
Ziyaei, 1998) bzw. mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen eine &hnliche Zu-
ordnung der langsverlaufenden Muskelzellbiindel in die Tunica adventitia bei der Ratte fest-
stellten (Schipp et al., 1971).

Bei Untersuchungen der Portalvenen an Kaninchen und Ratten wurden die langsverlaufen-
den Muskelzellblndel wiederum zur Tunica media gezahlt (Dong et al., 2010; Holman et al.,
1968).

Diese uneinheitliche Zuordnung der Muskelzellblindel zur Tunica media oder Tunica adventi-
tia erschien schwierig, da es keine eindeutigen Grenzen laut der Autoren gab. In dieser Ar-
beit wurde Uber die Einordnung der langsverlaufenden Muskelzellbiindel in die Tunica media
aus folgenden Grinden entschieden. Zum einen gab es eine Verdichtung der Uberwiegend
zirkular verlaufenden elastischen Fasern zwischen den langsverlaufenden Muskelzellen und
dem lockeren Bindegewebe der Adventitia. Zum anderen waren die beiden Muskelzell-
schichten nicht eindeutig durch Bindegewebe voneinander abgegrenzt.

Fir den enormen Anteil an glatten Muskelzellen in der GefalRwand der Vena portae werden
verschiedene Grinde angenommen. So kdnnte die frihe Entwicklung der Muskulatur der
Vena portae im Gegensatz zu anderen Venen eine Ursache sein. Dies geschieht durch ei-
nen hdéheren Druck im Portalsystem, eine héhere Wandspannung und durch einen verhalt-
nismafig grolRen Durchmesser der V. portae (Hort, 1962a). Es wird auch Uber ein direktes
Mitwirken der Muskulatur an der Blutflussrichtung diskutiert. So entdeckten wiederum andere
Autoren an Portalvenen von Ratten und Mausen sogenannte ,Leberherzchen® bzw. ,rich-
tungsweisende Kontraktionswellen (Attardi, 1955; Rolshoven, 1960). Die Lage der Vena
portae im Organismus kdnnte, wie auch bereits bei der V. cava caudalis beschrieben, eben-
falls einen Grund fir die Auspragung der Muskelzellschicht sein. In dieser Arbeit konnte bei
den Vv. portae der GM festgestellt werden, dass die Muskelzellbiindel kraftiger erschienen,
wenn die Schnittstelle naher an der Leber lag. Das lasst vermuten, dass es eventuell doch
zu einer Kontraktion der Venenwand in Blutflussrichtung kommt, um den erhéhten Wider-
stand durch die Leber zu Giberwinden (Bongartz, 1958).

5.2.3 GroBe Venen (unter 5 mm Innendurchmesser)

Zu diesen Venen mit einem Innendurchmesser von 1,2 mm bis 4,8 mm wurden in dieser
Arbeit die V. jugularis externa, V. jugularis interna, V. cephalica, V. subclavia, V. brachialis,
V. axillaris, V. thoracica interna, V. femoralis, V. iliaca externa und die V. renalis gezahit.
Diese Venen besalien ebenfalls den klassischen Aufbau aus drei GefaBRwandschichten: eine

Tunica intima mit einer durchschnittlichen Dicke von 4,1 £ 0,3 um, eine Tunica media mit
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einer Durchschnittsdicke von 83,5 + 38,4 ym und eine Tunica externa, die zum umliegenden
Bindegewebe nicht abzugrenzen war. Grundsatzlich gab es bei den Untersuchungen der
kleinen Venen keine deutlichen morphologischen Abweichungen zwischen den praadulten
und adulten GM.

Gemal der Literatur wurden viele histologische Untersuchungen an Venen verschiedenster
Spezies vorgenommen. Die meisten Autoren beschreiben ebenfalls Venen, die aus drei
GefaBwandschichten bestanden (Bongartz, 1958; Hort, 1962a; Neumann, 1937; Tadjalli and
Ziyaei, 1998). V. Kugelgen (1956) lehnte jedoch die klassische Einteilung fur die Venen des
Menschen ab. Er sprach von einer Intima und der ,eigentlichen Venenwand® sowie von einer
Lverspannungseinrichtung“ und sogenannten ,Hullschichten® (v. Kugelgen, 1956). In noch
alterer Literatur wurde bei Untersuchungen an Katzen von einer Intima, bestehend aus En-
dothel, Subendothel mit subendothelialen Zellen und einem inneren elastischen Netz ge-
sprochen. Auf diese Schicht folgte ein sogenanntes muskelelastisches System der Venen-
wand (Sc¢elkunow, 1935). Histologische Studien der Vena saphena magna des Menschen im
Altersverlauf ergaben, abweichend zu den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, dass die
Tunica media in eine innere, der Membrana elastica interna angrenzende ,Media longitudi-
nalis“ und eine auliere ,Media circularis“ unterteilt werden konnte. Des Weiteren wurde fest-
gestellt, dass sich die extrazellulare Matrix wahrend des Alterns unterschiedlich in den ein-
zelnen Schichten verhielt. Beispielsweise stieg der Anteil an elastischen Fasern in der Tuni-
ca intima, wahrend er in der Tunica adventitia fiel (Neumann, 1937). Bei ebenfalls an Men-
schen untersuchten Venen (Meyer and Kliebsch, 1964) und auch bei einigen Tierarten
(Bongartz, 1958) wurde in der Literatur von ,elastisch-muskulésen Systemen® in der Adventi-
tia gesprochen sowie von fehlenden Vasa vasorum in dieser Schicht (Lang, 1961). Auch in
dieser Arbeit wurden elastische Fasern und glatte Muskelzellen in den kleineren Venen der
Schweine nachgewiesen, ebenfalls konnten bei ihnen im Querschnitt kaum Vasa vasorum
gesehen werden.
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5.3 Elektronenmikroskopie

Die Ultrastruktur von grofRen Blutgefalien stellt einen Schwerpunkt im Rahmen der Arterio-
sklerose-Forschung dar. Hierbei sind sowohl die Morphologie als auch die pathologischen
Veranderungen interessant und zwar im Hinblick auf den Alterungsprozess und dem Men-
schen vergleichbare Tiermodelle. Fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen dieser
Arbeit wurden die A. carotis communis sowie die Vena jugularis externa ausgewahlt, da
diese beiden Blutgefalle bedeutende Gefalle sind, die zudem gut zuganglich sind. Die Eva-
luierung der A. carotis communis dient in der Humanmedizin als diagnostischer Parameter,
um kardiovaskulare Veranderungen erfassen zu kénnen. Eine Vielzahl experimenteller An-
satze bezieht sich auf die A. carotis communis (Kanters et al.,, 1997; Pasa et al., 2008;
Tamura et al.,, 2011). Die Vena jugularis externa wird ebenfalls flir diverse experimentelle
Zwecke verwendet (Jones and Stehbens, 1995; Kling et al., 1989). Die elektronenmikrosko-
pischen Ergebnisse sollen die Kenntnis iber die Mikromorphologie dieser beiden BlutgefalRe
erweitern. Dazu wurde die Tunica intima sowie der unmittelbar angrenzende Bereich der
Tunica media in dieser Arbeit von praadulten GM (n = 1), adulten GM (n = 3) und von
praadulten DL-Schweinen (2 Mo: n = 8; 3 Mo: n = 7) untersucht.

5.3.1 A. carotis communis

Endothel

Die Ultrastruktur makrovaskularer Endothelzellen wurde bislang tberwiegend an der Aorta
von Nagern (Ambrosini et al., 2005; Nishigaki et al., 1999; Zadrozny et al.,, 2015), und
Schwein (Gerrity et al., 1977; Seifert, 1962) sowie an der A. carotis communis der Ratte
(Pinto et al., 1998) und der A. thoracica interna des Menschen (Onan et al., 2014) darge-
stellt. Ubereinstimmend mit diesen Befunden zeigte die Tunica intima der Halsschlagader bei
allen untersuchten Schweinen dieser Studie eine kontinuierliche Endothelzellschicht mit an
die Zellform angepassten querovalen Zellkernen. Abweichende Formen resultierten aus dem
Zustand der Arterie nach Entnahme und Fixation. Beispielsweise erschienen die Endothel-
zellen durch den wellenférmigen Verlauf der Tunica intima, der durch Kontraktion entsteht,
kubisch. Pathologisch abweichende Zellformen nach Einwirkung verschiedener Noxen
(Ambrosini et al., 2005; Onan et al., 2014) wurden im vorliegenden Untersuchungsmaterial
jedoch nicht gefunden. Die benachbarten Endothelzellen lagen mit ihren Zytoplasmaauslau-
fern Ubereinander oder standen durch Interdigitationen mit ihren Nachbarzellen in Kontakt
und bildeten zahlreiche Zellkontakte. Diese Beobachtungen konnten auch an der Aorta ver-
schiedener Spezies beschrieben werden (Ambrosini et al., 2005; Gerrity et al.,, 1977;
Nishigaki et al., 1999; Onan et al., 2014; Pinto et al., 1998). Ubereinstimmend wurde in die-
sen Arbeiten, wie auch in der vorliegenden Untersuchung eine hohe Stoffwechselaktivitat der
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Endothelzellen gefunden. Diese stellte sich als euchromatinreicher Zellkern mit vielen Ein-
buchtungen, zahlreiche Pinozytosebldschen und Zellorganellen im Zytoplasma dar. Dagegen
war in anderen subendothelial gesichteten Zellen, wie Fibroblasten und glatten Muskelzellen
im Zytoplasma eine geringere Stoffwechselaktivitat bei den untersuchten Tieren zu sehen.
Hingegen fanden Gerrity et al. (1977) innerhalb des Aortenbogens des Schweines unter-
schiedliche Zonen der endothelialen Permeabilitdt und einer damit verbundenen unterschied-
lichen Ultrastruktur der Endothelzellen und des subendothelialen Raumes (Gerrity et al.,
1977). Zytoplasmatische Ansammlungen von Lipiden, die von Zadrozny et al. (2015) in den
Endothelzellen der Aorta eines adulten Atherosklerose Modells an der Maus gefunden wur-
den, zeigten weder die praadulten Schweine noch die adulten GM dieser Studie.

Die Glykokalyx der luminalen endothelialen Oberflache erschien bei dem praadulten
Schwein dieser Studie, wie in der porcinen Aorta (Gerrity et al., 1977), teilweise punktférmig
verdickt. Bei den adulten GM und den Schweinen der DL war dies aber nicht zu sehen. In
der A. carotis communis adulter Mause betrug die Dicke der Glykokalyx ca. 2 ym, wobei in
etwa 20 % der endothelialen Oberflache keine Glykokalyx nachweisbar war (Reitsma et al.,
2011). Chappell et al. (2009) konnten eine 1 ym dicke Glykokalyx an humanen Endothelzel-
len der Nabelschnurvene (HUVEC) in situ, sowie eine rudimentare dichte Zone (30 nm) an
kultivierten HUVECs, nicht jedoch an immersionsfixierten Proben feststellen. Eine 200 nm
dicke Glykokalyx am Koronarendothel des Meerschweinchens konnte ebenfalls gemessen
werden (Jacob et al., 2009). Diese Ergebnisse weisen auf eine grolRe morphologische und
funktionelle Variabilitdt der Glykokalyx hin.

Subendothelialer Spalt

Abluminal der Endothelzellen befand sich analog zu den Befunden an der A. thoracica inter-
na des Menschen (Onan et al., 2014) sowie der porcinen Aorta (Gerrity et al., 1977) bei den
hier untersuchten Schweinen eine Uberwiegend kontinuierliche Basallamina mit nachfolgen-
dem Stratum subendotheliale. Die Basallamina wurde jedoch insbesondere am Endothel
diabetischer Mause (Popov and Simionescu, 2006) und Hamster (Simionescu et al., 1996)
als hyperplastisch und maschig, beziehungsweise an der Aorta des Schweines als fehlend
(Seifert, 1962) beschrieben. An der gesunden A. carotis communis der Ratte war sie diskon-
tinuierlich oder stellenweise fehlend (Pinto et al., 1998). Hier sahen Pinto et al., (1998) einen
Zusammenhang mit Erweiterungen des subendothelialen Raumes im Bereich von Liucken in
der angrenzenden Membrana elastica interna und einem damit verbundenen erhéhten Stoff-
austausch bzw. der Migration von Zellen.

Auch in den vorliegenden Befunden beim Schwein, lagen die Erweiterungen des Stratum
subendotheliale an den Stellen, an denen die innere elastische Membran unterbrochen war.
Das Stratum subendotheliale war bei den hier untersuchten adulten GM mit bis zu 7,2 um
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deutlich dicker und bei den alteren DL-Schweinen (3 Mo) mit 2,1 ym etwas dicker als bei den
jeweils jungeren Schweinen, deren Stratum subendotheliale eine Breite von etwa 1 uym hatte.
An der A. carotis communis der Ratte wurden bis zu 3 pm Stratum subendotheliale gemes-
sen (Pinto et al., 1998). Die Erweiterungen enthielten bei den Schweinen in dieser Arbeit
extrazellulare Matrix und vereinzelt Zellen. Bei den Zellen handelte es sich um glatte Mus-
kelzellen und Fibrozyten, wobei diese in unseren Untersuchungen zahlreicher bei den adul-
ten GM und Schweinen der DL (3 Mo) zu sehen waren als bei den jeweils jungeren Schwei-
nen. Da jedoch nur einzelne Messwerte miteinander verglichen wurden, sind weitere Unter-

suchungen notwendig, um die Vermutungen zu verifizieren.

Membrana elastica interna

Licken in der Membrana elastica interna grol3er Arterien, die lichtmikroskopisch nicht immer
evident sind, fanden sich auch bei der Aorta der Maus bis zu einem Alter von 10 Tagen
(Zadrozny et al., 2015), der Aorta der Ratte (Azuma et al.,, 2009; Kobayashi and Sakai,
1997), des Kaninchens (Potter and Roach, 1983) und des Hundes (Song and Roach, 1985)
sowie beim jungen Schwein mit einer Kérpermasse von 20 kg (Seifert, 1962). Dagegen zeig-
te die Aorta vom 12 Wochen alten Gerbil (Nishigaki et al., 1999) keine Unterbrechungen in
der Membrana elastica interna. Seifert (1962) spricht nicht von einer M. elastica interna son-
dern von maschigen Verflechtungen kollagener Fasern und elastischen Fasern, welche die
Intima mit der Media in der Aorta verbinden (Seifert, 1962). Somit bestatigen die vorliegen-
den lichtmikroskopische Befunde an der Aorta, dass eine solche Membran bei elastischen
Arterien nicht deutlich ausgepragt ist. Die Funktion der unterbrochenen M. elastica interna
kénnte darin liegen, dass sowohl im physiologischen Zustand des Gefalles als auch insbe-
sondere im Alter bei pathologischen Prozessen flr die Durchlassigkeit von Stoffen und auch
migrierenden Zellen gesorgt wird (Pinto et al., 1998; Smith and Staples, 1980).

In diesem Zusammenhang erscheint neben der Liickenhaftigkeit die Verdopplung der inne-
ren elastischen Membran, wie sie in dieser Arbeit und auch von anderen Autoren (French et
al., 1963; Solanes et al., 2005) an der Aorta und der A. femoralis des Schweines gefunden
wurde, bedeutsam. Da diese morphologische Besonderheit bei anderen Spezies nicht beo-
bachtet wurde, scheint die Verdopplung der Membrana elastica interna spezifisch fiur das
Schwein zu sein. Dabei stehen die einzelnen Anteile der Membrana elastica interna netzfor-
mig untereinander und mit den Lamellen der Media in Verbindung.

Wie auch von Pinto et al., (1998) beobachtet wurde, war die Membrana elastica interna in
unserer Studie an den Unterbrechungsstellen entweder glatt oder aufgespalten und die zent-
ralen Anteile erschienen dunner als die peripheren. Dies lasst vermuten, dass im Zuge des
Wachstums der Arterienwand neue elastische Membranen gebildet werden, die durch Ein-
wanderung von glatten Muskelzellen neue Ringsegmente aufbauen. Dies stlitzt das Konzept
des arteriellen Wachstums nach innen, wodurch eine Wandverdickung und Lumenverkleine-

92



Diskussion

rung erreicht wird, wie in verschiedenen pathologischen Situationen des eutrophen oder
hypertrophen Remodelling im Zusammenhang mit Hypertension beschrieben wurde (Arribas
et al., 2006) und wofur auch unsere Daten zum Wachstum der Arterienwand mit gleichzeiti-
ger Lumenreduktion sprechen.

Tunica media

Die der Tunica intima angrenzenden Muskelzellen der Tunica media lagen bei den hier un-
tersuchten Schweinen haufig direkt an der inneren elastischen Membran und den anderen
elastischen Fasern an. Derartige ,Insertionen” der Myozyten an den elastischen Lamellen in
der A. carotis communis der Ratte (Pinto et al., 1998) bekraftigten die Annahme eines ,mus-
kulo-elastischen Systems®, welches lichtmikroskopisch bereits besprochen wurde (s. Kapitel
5.2.3).

5.3.2 V. jugularis externa

Die Tunica intima der Jugularvene und ihre angrenzenden Strukturen waren bei allen unter-
suchten Tiergruppen ahnlich aufgebaut. Die Endothelzellen zeigten sich im Querschnitt
flachoval bis rundoval und besalRen, wie auch bereits lichtmikroskopisch beobachtet, einen
ihnen angepassten flach- bis rundovalen Zellkern. Dies stimmt Gberein mit der V. jugularis
externa des Kaninchens (Kling et al., 1989). In einer friheren Studie an verschiedenen Ve-
nen beim Menschen wurden ebenfalls rundovale Kerne im histologischen Querschnitt identi-
fiziert, die im Alter jedoch polymorphe Gestalt annahmen (Sinapius, 1958). Die Endothelzel-
len in dieser Arbeit zeigten aulerdem in allen Altersgruppen lumenseitig Mikrovilli-dhnliche
Fortsatze, die von Kling et al. (1989) nicht beschrieben wurden. Lateral kam es gelegentlich
zur Ausbildung von Interdigitationen, wahrend sich die benachbarten Endothelzellen gleich-
zeitig mit ihren Zytoplasmaauslaufen tberlagerten und sich so lickenlos aneinander reihten,
was auch von Kling et al. (1989) gefunden wurde (Kling et al., 1989). Wie bei der in dieser
Arbeit untersuchten A. carotis communis waren auch in den venésen Endothelzellen zahlrei-
che Pinozytoseblaschen sichtbar. Dagegen waren weder ein Stratum subendotheliale mit
darin enthaltenen Zellen noch eine elastische Membran erkennbar. Direkt auf den Endothel-
zellen folgend befanden sich vor allem kollagene und elastische Fasern. Im Gegensatz zu
den hier gemachten Beobachtungen folgten auf das Venenendothel bei Hautvenen von Ka-
ninchen und Lungenvenen der Ratte eine oder mehrere Schichten von glatten Muskelzellen
(Kling et al., 1989; Ludatscher, 1968; Rhodin, 1968). Aus diesen Feststellungen ist nicht
ersichtlich, welche Einflussfaktoren (z. B. Spezies, Lokalisation und Alter) flir die unter-
schiedlichen Ergebnisse zustandig sind.

Bei Untersuchungen des menschlichen Venenendothels im Zeitverlauf mittels Rasterelektro-
nenmikroskop wurden abweichende Beobachtungen zu den Ergebnissen in dieser Arbeit
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gemacht. Bei den alteren Menschen kam es zu Dehiszenzen im Relief des Endothels sowie
zu villdsen Oberflachenerscheinungen. Des Weiteren wurden die Endothelzellen so darge-
stellt, dass die Nachbarzellen aneinander lagen und sich die Zytoplasmarander bei Retrakti-
on des BlutgefalRes nach oben wdlbten (Mahrle and Orfanos, 1971).

Die Befunde und Literaturdaten sprechen somit flr eine groRe Anpassungsfahigkeit der
Morphologie des Venenendothels verschiedener Spezies an Lokalisation im Koérper und an
verschiedene physiologische und pathologische Zustande (v. Klgelgen, 1955, 1956).

54 Empfehlungen zum Refinement

Um die Belastungen am Tiermodell Géttingen® Minipig in kardiovaskuldren Studien méglichst
niedrig zu halten, ist es wichtig, die Ergebnisse dieser Arbeit beim Refinement gemal der
3Rs (Russell and Burch, 1959) in der Tierversuchsplanung zu berticksichtigen. Daher sind in
den unten stehenden Abschnitten noch einmal die wichtigsten mikroskopischen Ergebnisse
im Vergleich zu anderen Spezies aufgefiihrt.

5.4.1 GefdaRinnendurchmesser und GefaBwandschichten der Arterien

Die GefaRinnendurchmesser und die GefalRwandschichten der Arterien wachsen vom
praadulten (17/18 Monate) zum adulten (40 Monate) Stadium der GM nicht isometrisch.
Trotz deutlicher Massezunahme von 32 % der Tiere gab es so gut wie keine signifikanten
Veranderungen bei der Betrachtung der Innendurchmesser, der Dicke der Tunica intima und
der auleren Schicht der Tunica externa. Dagegen konnte ein deutliches Wachstum von bis
zu 30 % der Dicke der Tunica media festgestellt werden. Dies stimmt mit der altersabhangi-
gen Zunahme der Wanddicke der A. carotis communis beim Menschen uUberein (Lakatta,
2003, Najjar, 2005).

Innerhalb der DL gab es zwischen den Altersgruppen stets ein deutliches Wachstum der
Arterienwand, wie beispielsweise 60% Wachstum der Tunica media bei der A. carotis com-
munis. Hierbei besteht bei einem geringen Altersunterschied von einem Monat und einer
Massezunahme von 73 % eine deutliche Masseabhangigkeit. Die gleichen Beobachtungen
konnten in Studien an ausgewahlten Arterien von Pferden, Rindern, Schafen und Schweinen
gemacht werden (Zimmermann, 1926). Dort war ebenfalls die GréRenzunahme der Arterien
kérpermassenabhangig.

Eine Besonderheit in der Morphologie zeigte von den Arterien in dieser Arbeit die A. carotis
communis. Die A. carotis communis der GM beider Altersgruppen sowie der DL im Alter von
drei Monaten stellt eine A. myotypica dar, wahrend bei der DL im Alter von zwei Monaten ein
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Mischtyp vorliegt. Beim Menschen wird sie dagegen Uberwiegend als A. elastotypica identifi-
ziert (Gussenhoven et al., 1989; Lockwood et al., 1992) bzw. wird ein Umbau des Arterien-
typs vom elastischen zum muskularen Typ innerhalb des Arterienverlaufs von proximal nach
distal beim Schwein beschrieben (Garcia et al., 2011). Da durch die Entnahme der A. carotis
communis aus der Halsmitte (Tab. 5) die Arterienwand lediglich Uber eine kurze Strecke
charakterisiert wird, waren nachfolgende Untersuchungen am GM zur Charakterisierung der
gesamten Gefalstrecke sinnvoll. Dadurch kdnnte eine bessere Entscheidung Uber die Ver-
wendung des Minipigs als Modelltier flir den Menschen getroffen werden.

54.2 Extrazelluldare Matrix in der Tunica media der Arterien

Bei den praadulten (18 Mo) und adulten (40 Mo) GM besteht in der Tunica media der Aorta
ein gleichbleibendes Verhaltnis der kollagenen und elastischen Fasern in der EZM von je-
weils 30 % Flachenanteil. Derselbe Flachenanteil konnte auch in der Tunica media der A.
carotis communis und der A. femoralis beider Rassen und Altersgruppen gemessen werden,
wahrend die Kollagene beim Menschen von 4,5 mg/cm? in einem Alter von 20 Jahren um
ca. ein Drittel bis zum 80. Lebensjahr zunehmen (6 mg/cm?) (Andreotti et al., 1985).

Der Anteil glatter Muskelzellen in der Tunica media der A. carotis communis und der A.
femoralis steigt mit zunehmendem Alter und Koérpermasse bei den GM und den DL zuun-
gunsten des Anteils elastischer Fasern.

5.4.3 Besonderheiten der Venen

Aufgrund blutgefaBwandtypischer Merkmale erschien es sinnvoll die Venen der GM und der
DL-Schweine in elastische und muskulare Venen einzuteilen (Tab. 16). Dies erfolgte in An-
lehnung an die Ubliche Zuteilung der qualitativen Kriterien fiir die Einstufung der Arterien in
entsprechende Typen ( Kapitel 4.1.1.). Die Messwerte der Venenwand aller untersuchten
Schweine waren in dieser Arbeit entsprechend ihrer Lokalisation sehr variabel. Beispielswei-
se unterschieden sich die Tunica media der V. jugularis interna und die der V. jugularis ex-
terna der GM qualitativ sowie quantitativ deutlich voneinander, sodass die V. jugularis interna
im Hinblick auf die Tunica media nicht als Kontrollgefal® der V. jugularis externa in Tierversu-
chen verwendet werden kann.
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5.4.4 Besonderheiten elektronenmikroskopischer Strukturen der A. carotis commu-
nis und V. jugularis externa

Die vorliegenden Befunde an der A. carotis communis und V. jugularis externa von GM und
DL zeigen weitgehende Ubereinstimmung aber auch einige Unterschiede zu den Befunden
an anderen Spezies im prinzipiellen ultrastrukturellen Aufbau der Tunica intima und angren-
zenden Bereichen der Tunica media. Die Unterschiede betreffen die Kontinuitat der Basal-
membran sowie die Auspragung der Membrana elastica interna, welche sich beim Schwein
durch Unterbrechungen und Verdoppelung auszeichnet.

Schlussfolgerung

Die in dieser Arbeit aufgezeigten Feststellungen tierartlicher, regionaler, alters- und mas-
sebedingter Unterschiede sind von wesentlicher Bedeutung. Grundsatzlich zeigen die
Daten, dass es in der juvenilen Phase zu grofden Schwankungen im Bau der Blutgefalle
der grof3en, relativ schnell wachsenden Landrasseschweine innerhalb klrzester Zeit
kommen kann (Tab. 23, Tab. 24) und sie deshalb fir Langzeitstudien weniger gut geeig-
net oder sogar unzweckmaRig sind. Dadurch ist die Verwendung von Minischweinen in

Langzeitstudien nach wie vor sinnvoller als die konventioneller Schweinerassen sein.
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6 Zusammenfassung

Seit einigen Jahren hat in Deutschland das Schwein als Grof3tiermodell in der biomedizini-
schen Forschung immer mehr an Bedeutung gewonnen. Aufgrund groRRer physiologischer
und morphologischer Ahnlichkeiten beziiglich des BlutgefaRsystems von Schwein und
Mensch hat sich das Schwein v.a. in der kardiovaskularen Forschung etabliert. Durch die
Ziichtung des Gottingen® Minipigs (GM) in den sechziger Jahren steht ein Modelltier mit
geringem Adultgewicht von 35-40 kg fir die biomedizinische Forschung zur Verfiigung.

Da nur wenige systematische Untersuchungen zur Mikromorphologie des Blutgefalsystems
des GM vorliegen, soll die vorliegende Studie den Altersverlauf von praadult zu adult charak-
terisieren sowie einen Vergleich zu konventionellen Schweinerassen ahnlicher Gewichts-
klassen erstellen. Diese Daten kdnnen fur die Versuchsplanung, v.a. bei biomedizinischen
Langzeitstudien, verwendet werden und somit einen Beitrag zum Refinement (nach Russel
und Burch) leisten.

Die Auswahl der 23 untersuchten Tiere erfolgte im Sinne der ,3R" nach Russel und Burch
(1959). Diese Minimalanzahl an Tieren stammte aus anderen Forschungsprojekten und teils
wurde das fur die Ausbildung der Studenten verwendete Material fur die Probengewinnung
genutzt.

Zur Erfassung der mikroskopisch qualitativen und quantitativen Daten des BlutgefalRsystems
der GM wurden klinisch relevante Arterien (n= 22) und Venen (n= 13) von funf praadulten
GM (17-18 Monate, Masse: 27,6 + 2,5 kg) und drei adulten GM (40 + 2 Monate, Masse: 42 +
1,7 kg) histologisch untersucht. Zum Vergleich wurden die Halsgefal3e sowie die A. und V.
femoralis an sechs praadulten Schweinen (2 Monate, Masse: 10,3 * 2,6 kg) und sieben 3
Monate alten Tieren der Deutschen Landrasse (DL) (Masse: 39,0 + 2,5 kg) untersucht.

Bei den praadulten GM konnten Duplikaturen von Blutgefaf3en Gberwiegend im Bereich der

Schultergliedmalengefalle identifiziert werden.

Die Einteilung der Arterien der GM erfolgte in elastische und muskulare Typen sowie in
Mischtypen. Zu den Kriterien gehorten die Dicke der Tunica intima, die Existenz einer inne-
ren elastischen Membran, der Anteil an Kollagen, elastischen Fasern und glatten Muskelzel-
len in der Tunica media und das Adventitia/Media-Verhaltnis. Zu den Aa. elastotypicae (37 %
elastische Fasern, 35 % glatte Muskelzellen) gehérten die Abschnitte der Aorta im Thorax.
Zu den Aa. myotypicae (max. 25 % elastische Fasern, mindestens 45% glatte Muskelzellen)
zahlten die GliedmaliengefalRe. Die Arterien der Aa. mixtotypicae befanden sich zwischen
den anderen beiden Typen, wie beispielsweise die Aorta abdominalis und A. subclavia. Als
Besonderheit war die Heterogenitat der A. carotis communis zu sehen. Diese stellte sich bei
den GM und den alteren Schweinen der DL (3 Mo) als A. myotypica und bei den zwei Mona-

te alten DL Schweinen als A. mixtotypica dar.
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Bei den DL-Schweinen besteht eine positive Korrelation der glatten Muskulatur und EZM zur
Koérpermasse bei der A. carotis communis.

Bei den praadulten (18 Mo) und adulten (40 Mo) GM besteht in der Tunica media der Aorta
ein gleichbleibendes Verhaltnis der kollagenen und elastischen Fasern in der EZM von je-
weils 30 % Flachenanteil.

Die Lumenreduktion der Aorta im proximo-distalen Verlauf belief sich bei den GM auf 40%
(praadult) bis 60% (adult).

Innerhalb der GM gab es zwischen den beiden Altersgruppen praadult (17/18 Monate) und
adult (40 Monate) trotz deutlicher Massezunahme von 32 % der Tiere keine signifikanten
Veranderungen bei der Betrachtung der Innendurchmesser und der Dicke der Tunica intima
der untersuchten Arterien und Venen. Dagegen konnte ein deutliches Wachstum von bis zu
30% bei der Dicke der Tunica media festgestellt werden. Dagegen gab es bei den DL zwi-
schen den Altersgruppen stets ein masseabhangiges Wachstum der Blutgefalie.

Die Venen der GM und der DL-Schweine kénnen aufgrund typischer Merkmale in elastische
und muskuladre Venen eingeteilt werden. Da sich die Tunica media der V. jugularis interna
von der V. jugularis externa der GM qualitativ sowie quantitativ signifikant unterscheidet,
kann diese im Hinblick auf die Tunica media nicht als Kontrollgefal® der V. jugularis externa
in Tierversuchen verwendet werden. Dieses Ergebnis muss beim Refinement gemaly der

3Rs in der Tierversuchsplanung berlicksichtigt werden.

Grundséatzlich zeigen die Daten, dass es in der juvenilen Phase zu grolRen Schwankungen
im Bau der Blutgefale der grofen, relativ schnell wachsenden Landrasseschweinen inner-
halb kiirzester Zeit kommen kann und sie deshalb fir Langzeitstudien weniger gut geeignet
oder sogar unzweckmafig sind.

Daher stellt das Géttingen® Minipig fiir Langzeitstudien am BlutgefaRsystem das Tiermodell
der Wahl dar.
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7 Summary

Micromorphological and micromorphometrical investigations of the vascular system
of the Gottingen® Minipig - A contribution to the refinement within the meaning of the

3R concept of Russel and Burch

Pigs belong to the advanced mammals most frequently used in biomedical studies done in
laboratories in Europe. They have become increasingly popular in cardiovascular research,
because anatomical and physiological characteristics of the porcine cardiovascular system
show a closer similarity to human ones than those of dogs, cats or rodents. Due to their body
size the use of traditional pig breeds (e.g. German landrace, DL) as laboratory animals is
limited. By breeding the Géttingen® Minipigs (GM) in the sixties, an animal model with low
adult weight (35-40 kg) was created for research.

However, there is only sparse systematic data on specific morphometric characteristics of
the porcine vasculature available allowing biomedical study refinement according to the 3R-
concept of Russel and Burch (1958). The aim of this study was to examine clinical important
arteries and veins during ageing and compare the data to conventional pig breeds with simi-
lar weight. These findings should be used for planning experiments, espacially for biomedical
long-term studies, to make a contribution to the refinement (by Russel and Burch).

The selection of the 23 animals examined was made to comply with regulations according to
the "3R", which were comprised by Russell and Burch (1959). The small number of animals
used came from other research projects and samples were partly collected from material
used for student training, as well.

Microscopic qualitative and quantitative data of the vascular system were collected of rele-
vant arteries (n = 22) and veins (n = 13) of five praadult GM (17-18 months, mass: 27.6 £ 2.5
kg) and three adult GM (40 + 2 months, mass: 42 + 1.7 kg). For comparison, the carotid
artery and the femoral artery and vein of six prdadult pigs (mass: 10.3 £ 2.6 kg, 2 months)
and of seven 3 month old pigs (mass: 39.0 £ 2,5 kg) of the German Landrace (GL) were
studied. Duplications of some vessels were detected mainly in the region of GM's foreleg.

The classification of the arteries of GM was made in elastic and muscular types and in mixed
types. The histological features included thickness of the tunica intima, the existence of an
internal elastic membrane, the amount of collagen, elastic fibers and smooth muscle cells in
the tunica media and the adventitia/media ratio. The thoracic aorta represented the elastic
artery type (37% elastic fibers, 35% smooth muscle cells) whereas limb vessels belonged to
the muscular type of arteries (max. 25% elastic fibers, at least 45% smooth muscle cells).
The arteries of the Aa. mixtotypicae such as the abdominal aorta and subclavian artery were
in between these two types. The common carotid artery represents in the GM and the older
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pigs of GL (3 Mo) an A. myotypica and in the two-month-old pigs of GL an A. mixtotypica.
The amount of SMC and ECM of common carotid artery and femoral artery correlated to
body mass in GL.

Furthermore a constant ratio of collagen (30 %) and elastic fibers (30 %) in the ECM of
praadult (18 Mo) and adult (40 Mo) GM was found in the tunica media of the aorta.

The reduction of the diameter of the aorta in the proximo-distal orientation amounted in the
GM 40% (praadult) to 60% (adult).

On consideration of the inner diameter and the thickness of the tunica intima of the examined
arteries and veins there were no significant changes between the two age groups praadult
(17/18 months) and adult GM (40 months) despite a significant increase in mass of 32%. In
contrast, a significant growth of up to 30% in the thickness of the tunica media was found.
There was always a mass-related blood vessel growth in the DL between the ages.

The veins of the GM and GL-pigs can be classified into muscular and elastic types like the
arteries due to typical characteristics. As the tunica media of the internal jugular vein and
external jugular vein of the GM differ qualitatively and quantitatively significant, this can not
be used as a control vessel of the external jugular vein in animal testing in view of the tunica

media. This result should consider the Refinement of the 3Rs in animal experimental design.

Basically, the data show that there may be large variations in the structure of blood vessels
of large, relatively fast growing Landrace pigs within a very short time in the juvenile phase
and they are therefore less suitable for long-term studies or even impractical.

Therefore, the Géttingen® minipig is for long-term studies on the vascular system the animal
model of choice.
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9 Anhang

9.1 BlutgefaRinnendurchmesser der Arterien und Venen der praadulten (17-18
Monate) und adulten (40 * 2 Monate) Géttingen® Minipigs

Blutgefal

Innendurchmesser in
mm, Praadult

Innendurchmesser in
mm, Adult

Aorta ascendens
Arcus aortae
Aorta thoracica

Aorta abdominalis

Truncus brachioceph.

Truncus bicaroticus
A. carotis com.

A. carotis ext.

A. carotis int.
Truncus pulmonalis
. coeliaca

. mesenterica cran.
. mesenterica caud
. iliaca ext.

. iliaca int.

. sacralis mediana
. renalis

. subclavia

. axillaris

. brachialis

. thoracica interna

> > >» > > > > > > > > >

. femoralis

V. cava caud.
V. jugularis ext.
V. jugularis int.
V. cephalica

V. subclavia

Mittelwert Stabw

7,8 0,3
8,7 0,3
6,8 1,0
4,7 0,8
53 1,8
5,2 0,9
2,6 0,3
1,8 0,7
1,6 0,5
6,9 1,6
2,9 0,4
3,4 0,4
1,1 0,1
3,1 0,3
21 0,6
2,1 0,4
2,7 0,8
2,9 0,2
2,5 0,2
1,8 0,6
2,2 0,2
2,3 0,2
5,2 2,2
4,0 0,6
1,4 0,2
1,2 0,6
3,7 0

Mittelwert Stabw

8,3 1,1
7,2 0,3
3,0 0,8
21 0,5
2,0 0,9
1,0 0,2
4,8 1,2
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V. axillaris 2,0 0,6

V. brachialis 1,2 0,6

V. thoracica interna 2,0 0,9

V. femoralis 1,5 0,3 1,9 0,7

V. portae 4,4 0,5 6,9 2,2

V. cava cran. 8,8 2,2

V. iliaca ext. 3,3 0,3

V. renalis 4,0 1,6 5,2 1,1

9.2 BlutgefaBinnendurchmesser in mm der Arterien und Venen der praadulten DL-
Schweine (zwei und drei Monate)

BlutgefaR DL (2 Mo) Stabw DL (3 Mo) Stabw

A. carotis com. 1,8 0,3 1,5 0,5

A. femoralis 1,6 0,3 2,6 0,4

V. femoralis 11 0,4 2,6 0,6

V. jugularis ext. 6,0 0 5,2 0,8
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9.3 Dicke der Tunica intima der Arterien und Venen der praadulten (17-18 Monate)
und adulten (40 * 2 Monate) Gottingen® Minipigs

BlutgefaR Tunica intima in ym, Tunica intima in ym,
Praadult Adult

Mittelwert Stabw Mittelwert Stabw

Aorta ascendens 8,4 0,6 8,7 0,7
Arcus aortae 6,7 1,1

Aorta thoracica 5,7 0,5 7,7 1,7
Aorta abdominalis 6,0 0,3 6,0 0,8
Truncus brachiocephalicus 6,5 0,1

Truncus bicaroticus 7,2 1,0

A. carotis communis 5,9 1,2 5,0 0,4
A. carotis externa 5,0 0,4

A. carotis interna 71 1,2

Truncus pulmonalis 6,4 0,4

A. coeliaca 6,1 1,1

A. mesenterica cranialis 5,8 0,1

A. mesenterica caudalis 5,2 0,4

A. iliaca ext. 5,7 0,1

A. iliaca int. 4,5 0,7

A. sacralis mediana 51 0,6

A. renalis 4,4 0,5 4,5 0,7
A. subclavia 54 0,4

A. axillaris 5,4 0,3

A. brachialis 4,6 0,8

A. thoracica interna 4,5 0,4

A. femoralis 4,7 0,3 4,9 0,8
V. cava caud. 3,7 0,2

V. jugularis ext. 3,7 0,5 3,7 0,3
V. jugularis int. 4,2 0,2

V. cephalica 4,4 0,6

V. subclavia 4,3 0

V. axillaris 4,5 0,2

V. brachialis 4,5 0,7
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V. thoracica interna 4,1 0,2

V. femoralis 3,8 0,2 4,9 0,2
V. portae 3,9 0,2 3,6 0,2
V. cava cran. 3,3 0,1

V. iliaca ext. 3,6 0,3

V. renalis 3,8 0,1 3,4 0,2
9.4 Dicke der Tunica intima in pm der Arterien und Venen der praadulten DL-

Schweine (zwei und drei Monate)

BlutgefaR DL (2 Mo) Stabw DL (3 Mo) Stabw
A. carotis com. 3,9 0,1 5,8 0,3
A. femoralis 4.1 0,5 6,5 0,7
V. femoralis 4,0 0,3 3,9 0,1
V. jugularis ext. 3,5 0 4,0 0,1
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9.5 Dicke der Tunica media der Arterien und Venen der praadulten (17-18 Monate)
und adulten (40 * 2 Monate) Gottingen® Minipigs

BlutgefaR Tunica media in ym, Tunica media in ym,
Praadult Adult

Mittelwert Stabw Mittelwert Stabw

Aorta ascendens 1369,9 169,4 1722,9 50,4
Arcus aortae 1399,8 113,8

Aorta thoracica 8271 147,0 1221,1 160,1
Aorta abdominalis 498,5 27,3 553,2 246,7
Truncus brachioceph. 912,9 370,8

Truncus bicaroticus 869,7 84,8

A. carotis com. 386,8 429 510,0 58,14
A. carotis ext. 332,6 84,0

A. carotis int. 308,3 10,0

Truncus pulmonalis 959,1 291,0

A. coeliaca 346.,4 254

A. mesenterica cran. 356,7 27,9

A. mesenterica caud. 187,6 49,1

A. iliaca ext. 2949 74,6

A. iliaca int. 252,5 86,3

A. sacralis mediana 392,2 134,5

A. renalis 320,3 45,4 293,2 19,1
A. subclavia 480,3 156,2

A. axillaris 328,8 43,9

A. brachialis 249,5 48,8

A. thoracica interna 281,9 88,7

A. femoralis 211,7 38,5 284.,6 39,9
V. cava caud. 67,9 20,3

V. jugularis ext. 142,2 20,1 109,5 24,2
V. jugularis int. 57,7 17,4

V. cephalica 162,1 61,0

V. subclavia 78,2 0

V. axillaris 86,1 6,1

V. brachialis 70,7 141
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V. thoracica interna 71,8 29,3

V. femoralis 59,4 8,8 65,0 16,3

V. portae 333,3 59,0 392,0 204,4
V. cava cran. 653,0 110,0

V. iliaca ext. 42,6 10,3

V. renalis 64,5 41,9 44,6 10,1

9.6 Dicke der Tunica media in ym der Arterien und Venen der praadulten DL-

Schweine (zwei und drei Monate)

BlutgefaR DL (2 Mo) Stabw DL (3 Mo) Stabw
A. carotis com. 206,4 32,6 522,7 105,7
A. femoralis 168,0 34,9 333,7 44,2
V. femoralis 69,5 37,7 48,7 10,4

V. jugularis ext. 140,7 0 180,1 37,2
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9.7 Dicke der Tunica externa der Arterien der praadulten (17-18 Monate) und adul-
ten (40 * 2 Monate) Gottingen® Minipigs

BlutgefaR

Tunica externa in ym,
Praadult

Tunica externa in ym,
Adult

Aorta ascendens
Arcus aortae

Aorta thoracica
Aorta abdominalis
Truncus brachioceph.
Truncus bicaroticus
A. carotis com.

A. carotis ext.

A. carotis int.
Truncus pulmonalis
. coeliaca

. mesenterica cran.
. mesenterica caud.
. iliaca ext.

. iliaca int.

. sacralis mediana

. renalis

. subclavia

. axillaris

. brachialis

. thoracica interna

> > >» > > > > > > > > >

. femoralis

Mittelwert Stabw

103,5 16,9
54,8 6,4
58,5 14,6
50,1 1,2
235,5 58,3
71,8 16,4
175,7 17,0
86,6 18,4
63,6 16,1
68,8 15,6
41,8 25,3
82,2 16,6
53,8 14,0
72,2 6,6
42,6 13,0
28,8 4,9
47,8 4,9

Mittelwert Stabw

95,9 16,9
62,7 2,9
76,8 7,8

117



Anhang

9.8 Dicke der Tunica externa in yum der Arterien der praadulten DL-Schweine
(zwei und drei Monate)

BlutgefaR DL (2 Mo) Stabw DL (3 Mo) Stabw
A. carotis com. 67,0 9.4 120,2 19,9

A. femoralis 63,3 8,0 94,7 10,8

9.9 Durchschnittlicher Gehalt an extrazellularer Matrix und glatten Muskelzellen

Anteile in Prozent der extrazellularen Matrix und glatten Muskelzellen von der Tunica media
ausgewahlter BlutgefaRe der praadulten Goéttingen® Minipigs

Blutgefal Elastische Fasern Kollagene Fasern Glatte Muskelzellen
[%] [%] [%]

Aorta ascendens 36 33 34

Aorta thoracica 37 29 37

Aorta abdominalis 20 31 50

A. carotis communis 12 33 57

A. femoralis 13 33 55

A. subclavia*® 30 31 43
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Anteile in Prozent der extrazellularen Matrix und glatten Muskelzellen von der Tunica media
ausgewahlter BlutgefaRe der adulten Gottingen® Minipigs

Blutgefal Elastische Fasern Kollagene Fasern Glatte Muskelzellen
[%] [%] [%]

Aorta ascendens 38 29 38

Aorta thoracica 38 34 30

Aorta abdominalis 15 33 54

A. carotis communis 8 29 66

A. femoralis 15 33 52

A. renalis 18 30 48

Anteile in Prozent der extrazellularen Matrix und glatten Muskelzellen von der Tunica media

ausgewahlter BlutgefalRe der DL-Schweine (2 Mo)

Blutgefal Elastische Fasern Kollagene Fasern Glatte Muskelzellen
[%] [%] [%]

A. carotis communis 32 26 40

A. femoralis 25 29 46

Anteile in Prozent der extrazellularen Matrix und glatten Muskelzellen von der Tunica media

ausgewahlter BlutgefalRe der DL-Schweine (3 Mo)

BlutgefaR Elastische Fasern Kollagene Fasern Glatte Muskelzellen
[%] [%] [%]

A. carotis communis 16 31 55

A. femoralis 10 35 56

*GMNr. 3
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9.10 Daten der untersuchten Tiere

Tiernummer Rasse Alter in Lebensphase Geschlecht | Korpermasse
Monate in kg
1 GM 18 praadult weiblich 27,0
2 GM 18 praadult weiblich 25,6
3 GM 18 praadult weiblich 25,0
4 GM 17 praadult weiblich 30,4
5 GM 18 praadult weiblich 30,0
6 GM 42 adult weiblich 41,0
7 GM 40 adult weiblich 44,0
8 GM 38 adult weiblich 41,0
9 DL 2 praadult weiblich 10,8
10 DL 2 praadult weiblich 11,0
11 DL 2 praadult weiblich 9,6
12 DL 2 praadult weiblich 8,0
13 DL 2 praadult weiblich 9,2
14 DL 2 praadult weiblich 8,0
15 DL 2 praadult mannlich 12,9
16 DL 2 praadult mannlich 14,2
17 DL 3 praadult weiblich 40,0
18 DL 3 praadult weiblich 43,2
19 DL 3 praadult weiblich 38,0
20 DL 3 praadult mannlich 35,7
21 DL 3 praadult mannlich 40,3
22 DL 3 praadult mannlich 37,0
23 DL 3 praadult mannlich 38,6
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