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1 Einleitung

Geféfsassoziierte Erkrankungen des Pferdes wie z.B. Thrombophlebitiden nach
Injektion in die Vena jugluaris oder Permeabilititssteigerungen und Mikrothrom-
ben der distalen GefdafSe der Gliedmafien im Zuge der Hufrehe werfen bislang
ungekldrte Fragen zur Genese auf. Die Vena jugularis ist hdufig Applikationsort fiir
therapeutische und diagnostische Substanzen. Die Blutgefédfie des Pferdes zeigen
gegeniiber anderen Spezies einige Besonderheiten. An das Gefédfisystem werden auf
Grund der hohen Kérpermasse und bedingt durch die grofie Leistungsfahigkeit des
Bewegungsapparates als Fluchttier, besondere Anforderungen gestellt. Ziel dieser
Arbeit ist es die distalen Gefdafse der Vordergliedmafie zu charakterisieren und
Hinweise zur Ursache der Empfindlichkeit von Pferden gegentiber der Ausbildung
von Phlebitiden sowie der Hamatombildung nach einer GefafSpunktion der Vena
jugularis zu gewinnen.

Bei der Betrachtung distaler Arterien und deren Verlauf durch den Tierkorper, wird
erhofft Aufschluss iiber die Histomorphologie der Gefdfiwande, insbesondere
der Tunica interna und Tunica media, in Abhdngigkeit von der Lokalisation
und an besonders beanspruchten Regionen wie z.B. an Gefdflaufzweigungen, zu
erhalten. Vasa und Nervi vasorum sollen an den distalen Arterien qualitativ und
quantitativ sowohl in der Tunica media als auch der Tunica externa charakterisiert
werden. Biologische Parameter wie Alter und Kérpermasse werden ebenso in die
Auswertung mit einbezogen, um einen moglichen Einfluss dieser Parameter auf
die Gefaflarchitektur zu verdeutlichen. Es stellt sich die Frage, ob es Hinweise zur
unterschiedlichen Morphologie der Gefdffwédnde an verschiedenen Lokalisationen
mit Hinblick auf die Architektur der einzelnen Wandschichten gibt. Es sollen auch
die Endothelzellen mit angrenzendem Stratum subendotheliale der Vena jugula-
ris und der distalen Arterien ultrastrukturell mit Hilfe des Elektronmikroskops

untersucht werden.



2 Literatur

2.1 Morphologie der BlutgefaBe

2.1.1 Definition BlutgefaBe

Der Grundaufbau des Blutgefafisystems gliedert sich in einen arteriellen und veno-
sen Schenkel, verbunden durch das Kapillarsystem. In Abhiangigkeit von Funktion
und Lokalisation im Organismus ist der strukturelle Aufbau der Gefafse gepragt
von einer Vielzahl an Variationen. Dementsprechend erfolgt eine allgemein giiltige
Einteilung in Arterien, Arteriolen (prakapilldre Arterien), Kapillaren (Haargefafse),
Venulen (postkapilldre Venulen) und Venen (LIEBICH, 2010). Zusétzlich verfiigt
das Blutgefdfisystem tiiber arterio-vendse Anastomosen, die unter Umgehung
des Kapillarbettes eine direkte Verbindung des arteriellen Hochdruck- mit dem
vendsen Niederdrucksystem darstellen (HOYER, 1877). Die heute giiltige Definition
der Blutgefdfse (ausgenommen die Kapillaren) beinhaltet einen gemeinsamen
Grundbauplan, der im folgenden Kapitel ausfiihrlich behandelt werden soll.

2.1.1.1 GefaBbaum der VordergliedmaBe und der V. jugularis des Pferdes

Zum besseren Verstindnis und zur Ubersicht der Lokalisation der in dieser Arbeit
betrachteten Gefdfle soll hier der allgemeine Gefdfsbaum der Vordergliedmafie des
Pferdes beschrieben und schematisch dargestellt werden. Bei der schematischen
Darstellung( 2.1) sei darauf hingewiesen, dass nicht alle Gefdfsabgdnge der be-
nannten Arterien aufgefiihrt sind, sondern jeweils nur das Ursprungsgefafd der
nach distal folgenden Arterie. Aus dem Aortenbogen geht als erstes der Truncus
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brachiocephalicus hervor, welcher neben dem Truncus bicaroticus auch die linke
und rechte A. subclavia, zur Versorgung der linken bzw. rechten Vordergliedmafie
entldsst. Auf Hohe des Schultergelenks entspringt die A. axillaris als Fortsetzung
der A. subclavia (MULLING et al., 2013). Die A. brachialis entspringt aus der A.
axillaris und zieht im geraden Verlauf am Oberarmknochen entlang zum Ellen-
bogengelenk. In Fortsetzung der A. brachialis zieht die A. mediana medial am
Radius nach distal durch den Karpalkanal. Nach Zufluss durch einen Ast der
A. radialis wird die A. mediana zur grofiten Arterie der Hand des Pferdes, der
A. digitalis palmaris communis II. Die A. digitalis palmaris communis II ist Ur-
sprung fiir die medial resp. lateral am Fesselbein nach distal ziehenden A. digitalis
palmaris medialis resp. lateralis. Diese beiden Gefédfse werden auch , besondere
Zehenarterien “des Pferdes genannt (NICKEL et al., 2005). Beide Arterien verlaufen
vom Rand der oberfldchlichen Beugesehne verdeckt am Fesselgelenk vorbei und
ziehen nach distal. Aus der medial gelegenen ,besonderen Zehenarterie “geht die
Kronbeinarterie hervor (A. dorsalis phalangis mediae), welche zunéchst an der
Innenfldche des Hufknorpels verlduft, anschliefSend die Strecksehne unterkreuzt
um schliefdlich mit der entsprechenden Gegenseite zu anastomosieren (NICKEL
et al., 2005).

Die V. jugularis externa (Drosselvene) wird gespeist durch die dorsal gelegene V.
maxillaris und ventral liegende V. linguofacialis, welche das venose Blut vom Kopf
in die Jugularvene leiten (MULLING et al., 2013). Kurz vor der Miindung in den
venosen Truncus bijugularis entldsst die Jugularvene die V. cervicalis superficialis
und die V. cephalica, welche in der seitlichen Brustfurche zur Schultergliedmafse
zieht. Zusammen mit der V. jugularis der kontralateralen Halsseite bilden bei-
de Drosselvenen die Endaufzweigung der V. cava cranialis (craniale Hohlvene),
welche das venose Blut schlieflich in den rechten Vorhof (Atrium dexter) des
Herzens leitet (NICKEL et al., 2005). Die V. jugularis externa liegt ohne arterielle
Begleitung zwischen dem M. scalenus und den Mm. sternohyoideus und Mm.
sternothyreoideus (NICKEL et al., 2005). In der sogenannten Drosselrinne (Sulcus
jugularis) liegend, wird sie ausschliefdlich im unteren Halsdrittel vom M. cutaneus
colli bedeckt. Im oberen Halsdrittel iiberquert die V. jugularis den M. omohyoi-
deus, liegt oberfldchlich unter der Haut und ist hier fiir intravenose Injektionen
zuganglich.
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Abbildung 2.1 Vereinfachte schematische Ubersicht der arteriellen Gefaversorgung der
Vordergliedmafie des Pferdes; Rot- in dieser Arbeit untersuchte Gefdfie; 1. Aorta, 2.
Truncus brachiocephalicus, 3. A. subclavia sinistra/dextra 4. A. axillaris, 5. A. brachialis,
6. A. mediana, 7. A. digitalis palmaris communis II, 8. a) A. digitalis palmaris medialis;

b) A. digitalis palmaris lateralis, 9. Ramus dorsalis phalangis mediae

2.1.1.2 Aligemeiner Aufbau der BlutgefaBe

Der Grundbauplan der Gefdfle ist vergleichbar mit drei tibereinander liegenden
elastischen Schlduchen unterschiedlicher Dicke und Beschaffenheit, welche ge-
tafsspezifisch verschiedenartig ineinander tibergehen oder deutlich voneinander
abzugrenzen sind. Namentlich sind diese Schichten bereits 1930 durch Benning-
hoff (BENNINGHOFF, 1930), als auch nach heute giiltiger Definition, als Tunica
interna (Intima oder Innenhaut), Tunica media (Media oder Ringfaserhaut) und
Tunica externa (Adventitia oder dufsere Gefafshaut) zu bezeichnen (LIEBICH, 2010).
Die einstigen Termini, wie dem Endothel aufliegende bzw. {iberziehende ,pe-
rithele GefafSwand” (BONNET, 1896), ,Membrana accessoria” (SCHIEFFERDECKER,
1896), ,, Accessoria “- sekundare Gefdafswand oder Perithel (BRAUS und ELZE, 1954)

konnten sich nicht durchsetzen. Die Kernelemente der GefdfSwande wie glatte
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Muskelzellen, elastische und kollagene Fasern sind, abhdngig von den dynami-
schen Faktoren des Blutstroms (Langszug, Seitendruck), iiber den GefafSbaum
quantitativ unterschiedlich stark ausgeprdgt (BRAUS und ELZE, 1954). Die Qualitat
der einzelnen Komponenten fasste Benninghoff folgendermafsen zusammen: ,,So
ist kein Bestandteil der Gefdfswand fiir sich bestehend, durch die gegenseitige
Verkniipfung kann kein Teil fiir sich wirken. Der ganze Verband Gefafiwand ist
eine anatomische und funktionelle Einheit “ (BENNINGHOFF, 1930).

2.1.1.2.1 Tunica interna

Die Tunica interna représentiert die innerste Wandauskleidung der Blutgefafie und
setzt sich zusammen aus der dem Blutfluss direkt anliegenden Lamina endothelialis
(Endothel, Angiothel), dem in grofleren Arterien deutlich ausgepréagten Stratum
subendotheliale und der Membrana elastica interna (BRAUS und ELZE, 1954;
LIEBICH, 2010). Auf die funktionellen und morphologischen Besonderheiten des
Endothels wird ausfiihrlich im Kapitel 2.2 eingegangen. Kolliker beschrieb schon
1902 in seinem , Handbuch der Gewebelehre des Menschen”, dass sich im Stratum
subendotheliale ,streifige Lagen” erkennen lassen, die er als in Langsrichtung des
Geféfies angeordnete elastische Fasern deutete (KOLLIKER, 1902). Dieses feine
Netz an elastischen Fasern verdichtet sich zur Grenze der Tunica media und bildet
die Membrana elastica interna, welche iiber feinste elastische Fasern mit der Tunica
media in direkter Verbindung steht (BENNINGHOFF, 1930). Neben den elastischen
Fasern konnten auch vereinzelt glatte Muskelzellen im Stratum subendotheliale
dargestellt werden, welche jedoch durch pathologische Prozesse (Endarteriitis)
hervorgerufen waren (JORES, 1898). Besonders das Stratum subendotheliale
bildet sowohl bei physiologischen (Gefiflabgang) als auch bei pathologischen
(Arteriosklerose) Intimaverdickungen, den Ort der Substanzzunahme (JORES,
1903). In mehreren Untersuchungen beim Menschen wurde gezeigt, dass es zu
Intimaverdickungen mit zunehmendem Alter kommen kann. Beispielgebend soll
hier die Studie von Franz Oppenheim aus dem Jahre 1918 angefiihrt werden,
der wachsende und alternde Nierenarterien auf ihren morphologischen Wandel
untersucht hat (OPPENHEIM, 1918).
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2.1.1.2.2 Tunica media

Die mittlere Schicht der GefdfSwand ist gepragt durch das geflechtartige Ineinander-
greifen von glatten Muskelzellen, elastischen und kollagenen Fasern. Benninghoff
beschrieb das quantitative Verhiltnis dieser Komponenten und sah ein Gleichge-
wicht dieser am ehesten in der Aortenwand, da er die Wandschichten, bedingt
durch die starke Durchflechtung der Komponenten, hier kaum zu unterscheiden
vermochte. In den peripheren Arterien zeigen sich eine Massenzunahme der glatten
Muskulatur und eine Verdrangung der elastischen- und kollagenen Fasern (BEN-
NINGHOFF, 1930). Die Existenz und den Verlauf der elastischen Fasern in der
Tunica media beschrieb als erstes Hermann Diirck im Jahre 1907. Als ein Gewirr,
dass an Telegraphendrihte erinnert, beschrieb Diirck die meist in Zugrichtung
des Gewebes verlaufenden, aber auch oft sich tiberschneidenden und kreuzenden
Ziige an elastischen Fasern. Je nach Kontraktions- bzw. Dilatationsgrad der Arterie
sind die elastischen Fasern eher als Radidrfasern bzw. als zirkuldr um das Gefaf3
verlaufende Fasern zu erkennen (DURCK, 1907). Bei grofSeren Arterien sind die
elastischen Fasern sowohl longitudinal als auch zirkuldr um das Gefdfs angeordnet,
zeigen eine variable Dicke und sind im Querschnitt meist oval (BENNINGHOFF,
1930). An den oberfldchlichen Grenzen der Muskelringe sind die elastischen Fa-
sern verdichtet und bilden die Membrana elastica externa (HENLE, 1868). Die
Auspragung der glatten Muskelzellen in der Tunica media ist variabel. So ist an
Gefaflabzweigungen ein grundsétzlicher Wechsel der sonst zirkuldr um das Gefaf3
verlaufenden Muskelfasern zu erkennen (THIENEL, 1902; BENNINGHOFF, 1930).
Die Muskelzelle selbst kann, besonders in den kleinsten Arterien, spindel- oder spi-
raltourig angeordnet sein und das Gefafs 1,5 - 2,5 mal umschlingen (ZIMMERMANN,
1923). Baum beschrieb eine dhnliche Anordnung der Muskelzellen auch an grofsen
Arterien des Pferdes (BAUM, 1903). Das kollagene Bindegewebe ist in der Tunica
media so angeordnet, dass die physiologische Gefdflausdehnung in Langs- und
Querrichtung wihrend einer Pulswelle vollzogen werden kann (BENNINGHOFF,
1930).

2.1.1.2.3 Tunica externa

Die duflere Gefafshaut bildet eine lockere Verschiebeschicht, welche die Gefifde in
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das umliegende Gewebe einbettet. Benninghoff beschrieb die Tunica externa als
,am Gefafsrohr haftender Teil der Gefafischeide, der bei der Praparation zum Teil
abgelost wird “. Eine Art elastische Aufhdngung der Arterien wird gewihrleistet,
indem Radidrfasern aus der Adventitia in das umliegende Gewebe einstrahlen
und diese dort verankern. Der Zwischenraum des elastischen Gewebes ist reich-
lich mit kollagenen Fasern ausgefiillt, welches fiir mechanische Stabilitdt der
Arterie bei longitudinal (Dehnung der Arterie in Langsrichtung) und zirkular
(Ausdehnung senkrecht zur Langsachse) einwirkenden Kraften sorgt. Um beiden
Zugrichtungen addquat entgegenwirken zu konnen, ist der kollagene Faserverlauf
meist schrdg zur Langsachse ausgerichtet (BENNINGHOFF, 1930). Neben dem
elastisch-kollagenen Netz, sind in der Tunica externa auch Nervenendigungen
und Vater-Pacini-Korperchen zu finden (RACHMANOW, 1901). Auch die zur Ei-
genversorgung der Gefdflwande dienenden Vasa vasorum sind, abhéngig vom
Gefafibett, unterschiedlich stark ausgebildet und vorzugsweise in der Adventitia
anzutreffen (GALILI et al., 2004). Ausftihrlich wird auf die Vasa und Nervi vasorum

in Kapitel 2.3 eingegangen.

2.1.1.3 Arterien

Arterien sind GefdfSe im Hochdrucksystem des Organismus. Durch ihren Wand-
aufbau sind sie befdhigt, dem arteriellen Druck des Herzens einen Widerstand
entgegen zu setzten und den Druckpuls iiber die Gefdfswand bis in die Peripherie
zu leiten. Um den wechselnden Druckverhiltnissen im Verlauf des Herz-Kreislauf-
Systems vom Zentrum (mittlerer Blutdruck Aorta ca. 100 mmHg) bis in die Peri-
pherie (Kapillaren der Haut < 20 mmHg) (VON ENGELHARDT und AHRENS, 2005)
stand zu halten, sind die Arterien morphologisch und funktionell an diese Gege-
benheiten angepasst (JAIN, 2003). Entscheidenden Einfluss auf die Adaptation und
Reifung der Gefdfie nehmen verschiedene Wachstumsfaktoren (YANCOPOULOS
et al., 2000). Es wird zwischen Arterien des elastischen und des muskuldren Typs
unterschieden (BAUM, 1903; LIEBICH, 2010). Der Ubergang wird als Transitionalzo-
ne bezeichnet (JANZEN, 2004) und ist je nach betrachteter Spezies und Lokalisation
im Organismus unterschiedlich stark ausgeprédgt (LAUPER et al., 1975).
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2.1.1.3.1 Arteria elastotypica

Hierbei handelt es sich um stets herznahe Gefdfse. Das Endothel ist geschlos-
sen und liegt einem breiten Stratum subendotheliale auf. Kollagene Fasern des
Stratum subendotheliale stehen in engem Kontakt zu den elastischen Fasern der
Tunica media. Die vereinzelt auftretenden glatten Muskelzellen der Tunica media
haben Verbindung zu der grofSen Masse an elastischen Fasern und bilden ein
elastisch-muskulédres System. An die Tunica media schliefSt sich nach aufien eine
kollagenfaserreiche Tunica externa an, die ebenfalls elastische Fasern enthilt, vor
Uberdehnung schiitzt und das Gefaf in das angrenzende Gewebe integriert (THIE-
NEL, 1902; LIEBICH, 2010).

2.1.1.3.2 Arteria myotypica

Die Arterien vom muskuldren Typ weisen ebenfalls die charakteristische Drei-
schichtung auf. Besonders deutlich ist die Membrana elastica interna als gewellte
Struktur erkennbar. Dieser Typ ist eindeutig an den vorwiegend zirkuldr oder
leicht spiralig verlaufenden glatten Muskelzellschichten in der Tunica media zu
identifizieren. Die einzelnen Muskelzellen sind {iber sogenannte myoendotheliale
gap junctions mit angrenzenden Endothelzellen verbunden (SANDOW und HILL,
2000). Die nach auflen abschliefSende Tunica externa ist reich an langsverlaufenden
elastischen Fasern und bildet zusammen mit einem Netz aus kollagenen Fasern
die Grundlage fiir die Membrana elastica externa. Die Adventitia dient als Ver-
schiebeschicht zu anliegenden Organen und bettet die Arterie in das umliegende
Gewebe ein (BAUM, 1903; LIEBICH, 2010).

2.1.1.4 Arteriolen

Arteriolen sind kleinste noch mit glatten Muskelzellen ausgestattete Gefafie des
arteriellen Hochdrucksystems. Sie gelten als periphere oder prakapilldre Wider-
standsgefdfie, welche wesentlich an der Regulation des Blutdruckes und der
Durchblutung des Kapillargebietes beteiligt sind. Die Endothelzellen sind kubisch
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geformt, etwa 2 pum dick, 10-20 pm breit und 30-50 pm lang. Der Endothelzellver-
band ist kontinuierlich (CARLSON et al., 1982). Die Membrana elastica interna
weist teilweise Liicken von 0,5 - 5 uym auf, durch die vereinzelt Endothelzellen
direkten Kontakt zu glatten Muskelzellen der Tunica media erhalten (CARLSON
et al., 1982). Der Gehalt an Lagen glatter Muskelzellen korreliert positiv mit dem
Gefdfsinnendurchmesser. So sind beispielsweise bei einem Lumendurchmesser von
300 pum in grofien Arteriolen 6 Lagen (LEE et al., 1983a) und bei den kleinsten
Arteriolen mit einem Durchmesser von 30-50 pm nur eine Lage glatter Muskelzellen
vorhanden (WALMSLEY, 1982; GATTONE et al., 1986). Die einzelnen Muskelzellen
sind zirkuldr angeordnet und repréasentieren einen Wandvolumenanteil von 70-85
% des Gefafsquerschnittes (LEE et al., 1983a).

2.1.1.5 Kapillaren (Vasa capillaria)

Kapillaren stellen ein fein verzweigtes, stoffwechselaktives Netz zwischen den
kleinsten Arteriolen und den postkapilldiren Venolen dar. Der Wandaufbau der
Kapillaren ist bis auf das Endothel reduziert. Nach auflen schliefst sich eine Ba-
salmembran an, mit der die Endothelzellen in Verbindung stehen. In besonders
stoffwechselaktiven Geweben (Leber) kann die Basalmembran auch fehlen, sog.
Sinuskapillaren. Meistens liegen der Basalmembran nach aufsen Perizyten auf oder
sie werden von der Basalmembran mit eingeschlossen (BRAUS und ELZE, 1954). Je
nach Funktion und Potential des Stoffaustausches unterscheidet man 3 Typen von
Kapillaren. In den folgenden drei Abschnitten wird auf die anatomische Einteilung
und deren Merkmale eingegangen. Im Kapitel 2.2.1 wird die funktionelle Einteilung
des Endothels erldutert.

2.1.1.5.1 Kontinuierliche Kapillaren

Dieser Typ ist gekennzeichnet durch ein geschlossenes, nicht fenestriertes Endo-
thel. Es ist mit Abstand der am h&dufigsten vorkommende Typ im Organismus.
Durch seine geschlossene Endothelwand ist der transendotheliale Stoffaustausch
(Zytopempsis) limitiert und bildet somit eine vom Organ und den lokalen Regula-
tionsmechanismen beeinflusste Barriere (WOLF, 1964). Sowohl im Gehirn als auch
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in den Kapillaren der Haut, Lunge, Muskulatur und des Herzens ist dieser Typ
zumeist anzutreffen (MOORE und RUSKA, 1957).

2.1.1.5.2 Fenestrierte Kapillaren

Das Endothel ist wesentlich flacher als beim geschlossenem Typ und weist zusétz-
lich siebartige Locher , Fenster “auf, die z.B. im Glomerulum oder der Skelettmus-
kulatur (HAMMERSEN, 1966) eine durchschnittliche Grofle von 50-100 nm betragen
und als transzelluldre Poren bezeichnet werden (YAMADA, 1955). Ist tiber diesen
Lochern keine weitere diinne Membran (Diaphragma) ausgebildet, so spricht man
von einer offenen Pore und der transendotheliale Stoffaustausch wird zusétzlich
gefordert. Diese Art von Kapillaren sind durch eine geschlossene Basalmembran
gekennzeichnet. Vorzugsweise in Geweben mit hohem Fliissigkeitsaustausch, wie
im Glomerulum, einigen endokrinen Organen und den Tubuluskapillaren der
Niere ist dieser Kapillartyp zu finden (RHODIN, 1962; ROSTGAARD und QVORTRUP,
1997).

2.1.1.5.3 Sinuskapillaren

Hier ist ein lockerer Endothelverband mit interzelluldren Spalten zu erkennen.
Daher wird es auch diskontinuierliches Endothel genannt. Die Basalmembran ist
teilweise unterbrochen oder fehlt ganzlich. Dieser Kapillartyp ist zum grofstmog-
lichen Stoffaustausch befdhigt und ist vorzugsweise in der Leber (Sinusoide der
Leber) oder auch in endokrinen Organen wie der Adenohypophyse zu finden. Die
Fenestration erstreckt sich bei den Sinuskapillaren der Leber iiber eine Strecke von
durchschnittlich 115 nm (WISSE, 1970).

2.1.1.6 Venen und Venolen

Hauptkennzeichen der Gefédfie im Niederdrucksystem ist die hohe Elastizitat
der vendsen Wand. Das Endothel ist geschlossen und liegt einem schwachen
Stratum subendotheliale auf. Eine ausgeprdgte Membrana elastica interna fehlt,
ist jedoch durch ein diinnes und ziemlich lockeres Netz elastischer Fasern (Rete
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elastica) ersetzt. Die Tunica media ist im Vergleich zu den Arterien diinner und
besteht vorwiegend aus kollagenen und elastischen Fasern. Glatte Muskelzellen
sind vereinzelt anzutreffen (THIENEL, 1902). Diese Anordnung fibro-muskuldrer
Elemente verleiht der Venenwand die erforderliche Dehnfahigkeit. Den Kontakt zu
den angrenzenden Geweben stellt, wie auch bei den Arterien, die Tunica externa
dar. Zwischen der Tunica externa und der Tunica media ist eine Membrana elastica
externa ausgebildet (LIEBICH, 2010). Als Besonderheit im Niederdrucksystem
sind die Endothelzellduplikationen zu nennen, welche als Venenklappen dem
gerichteten Blutstrom dienen (LEHMANN, 1908). Strukturelle Grundlage dieser
Klappen ist kollagenes Bindegewebe, das dem Stratum subendotheliale ange-
hort (STAUBESAND, 1958). Venolen sind diinnwandiger als Venen und finden ihren
Ursprung in postkapilldren Gefaflabschnitten (BRAUS und ELZE, 1954).

2.1.2 Vaskulare Adaptation

Die Auspragung und Form der vaskuldren Strukturen unterliegt einem sténdigen
dynamischen Prozess der Adaptation, bedingt durch eine Vielzahl verschiede-
ner Stimuli. Diese Anpassung kann sowohl kurzfristig, als auch langfristig auf
chronische Einflussfaktoren hin in Erscheinung treten. Als Barriere zwischen dem
stromenden Blut und der GefaSwand dient das Endothel hier als Modulator, wel-
ches auftretende Reize registriert und diese verarbeitet. Uber die modulatorische
Funktion des Endothels wird in Kapitel 2.2.3 eingegangen. Verdnderungen der
Wandarchitektur, des Gefafsdurchmessers aber auch der Abbau oder die Neubil-
dung von Gefifien konnen entsprechend des aktuellen Bedarfs des Organismus
auftreten. Ausfiihrlich wird in Kapitel 2.1.3 tiber die Faktoren der Gefdflanpassung
berichtet. In der Fachliteratur werden diese Erscheinungen unter dem Begriff
~Angioadaptation” zusammengefasst (ZAKRZEWICZ et al., 2002). Dazu gehort
die Angiogenese, Anti-Angiogenese und Prozesse des Umbaus der Gefafiwand

(Remodeling) entsprechend des Bedarfs oder der verdnderten Bedingungen.
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2.1.3 Faktoren der GefaBanpassung

Die Art der Stimuli um neue Gefédfse zu bilden, hiangt vom Entwicklungsstand
des Organismus ab. In der Embryonalentwicklung spielen Himodynamik des
zirkulierenden Blutes, Nahr- und Sauerstoffversorgung keine Rolle. Hier sorgen
genetische Grundmuster fiir die Bildung spéterer Leitungsgefafie (ISOGAI et al.,
2001). Bei reifen Individuen ist die Fahigkeit der Anpassung an funktionelle Gege-
benheiten an den Bedarf des Organismus gekoppelt. Gefdf3e reagieren nun unter
anderem auf himodynamische und metabolische Reize. Dies ldsst sich sowohl an
physiologischen (Wachstum, Training, Menstruationszyklus), als auch an patholo-
gischen (Entztindungsreaktion, Wundheilung, Tumorvaskularisation) Prozessen
erkennen (ZAKRZEWICZ et al., 2002). Dass es sich bei den himodynamischen
Kriaften des Blutflusses, welcher besonders bei den Arterien auf die Gefiswand
einwirkt, um einen Hauptstimulus der Endothelvermittelten Gefdfsadaptation
handelt, zeigten mehrere Untersuchungen (SKALAK und PRICE, 1996; COWAN
und LANGILLE, 1996; PAPADAKI und ESKIN, 1997, ZAKRZEWICZ et al., 2002;
RESNICK, 2003; PRIES et al., 2003). Hier vermittelt der Blutfluss die Expression
und die Freisetzung von Wachstumsfaktoren, welche am Prozess des Remodelings
direkt beteiligt sind. Dazu zdhlen NO (Stickstoffmonoxid), ET-1 (Endothelinl), FGF
(Fibroblast Growth Factor) und PDGF (Platelet-derived growth factor) (PEIRCE
und SKALAK, 2003). Le Noble und Kollegen studierten die arterio-venose Differen-
zierung der Blutgefdfie nach beginnender Perfusion im Dottersack von Hiihnern.
Sie zeigten, dass Hdimodynamik entscheidend ist fiir die Differenzierung in Gefafse
arteriellen und vendsen Charakters (LE NOBLE et al., 2004). Eine Zusammenfassung
der strukturellen Auswirkungen des mechanischen Stresses auf die Gefafiwéande,
bedingt durch die unterschiedliche geometrische Konfiguration des Gefaflbaumes
im Tierkorper und daraus folgende Blutflussverdnderungen, schilderten Glagov
et al. bereits 1992 (GLAGOV et al., 1992). Voraussetzungen fiir die Adaptation der
Blutgefafie an sich &ndernde Druckverhéltnisse und Fliefigeschwindigkeiten sind
intakte Zellverbindungen zur umliegenden Matrix, intakter Aufbau und intaktes
Verhiltnis der Wandbestandteile und die Fahigkeit den Radius des Gefédfses zu
regulieren. Gefédfie reagieren auf einen bestehenden gesteigerten Blutfluss mit der
Erweiterung des Radius (Lumendiameter), bis der normale auf die Gefafiwand
wirkende Druck von etwa 15 Dyn/cm? wiederhergestellt ist. Im Gegenzug nimmt
die Tunica interna bei verminderten Fliefleigenschaften an Starke (Dicke) zu, um
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eine Einengung des Lumens und dementsprechend einen kleineren Radius zu
induzieren. Die fibromuskuldre Hypertrophie und die Hyperplasie der Intima
werden als Formen der Intimaverdickung beschrieben. Ziel beider Formen ist es
einen Druckanstieg auf den normalen Wert von 15 Dyn/cm? auf die Gefawand
wiederherzustellen (KAMIYA und TOGAWA, 1980; ZARINS et al., 1983; ZARINS, 1987;
GLAGOV, 1989). Wanddicke und Aufbau erméoglichen es den Arterien, kurz- oder
langfristigen Veranderungen der Druck- und Flieffeigenschaften standzuhalten.
Die Orientierung der glatten Muskelzellen und elastischen Fasern an Geféfsab-
zweigungen lassen vermuten, dass sich diese Komponenten entsprechend der
Zuglinien in der Gefdflwand ausrichten (CLARK und GLAGOV, 1985). Neben dem
strukturellen Remodeling der Tunica media sind an stark beanspruchten Regionen
auch Verdnderungen in der Adventitia sichtbar. An Biegungen, Einengungen und
Abknickungen der Gefdfle wird vermutlich der hier lokal vermehrt auftretende
intramurale Druck tiber die Tunica media auf die Adventitia tibertragen. Auch
die erhohte Bewegung des umliegenden Gewebes (in Gelenksnihe) kann einen
Einfluss auf die Morphologie der dufiersten Gefdfischicht haben (GLAGOV et al,,
1992). Dass es sich bei der ,dufieren Gefafshaut” der groflen Arterien um eine
wichtige Struktur handelt, die auch bei der Entwicklung von Geféafserkrankungen
eine Rolle spielt, zeigten Gingras und Kollegen 2009 (GINGRAS et al., 2009). Die
Adventitia umgibt, schiitzt und erndhrt die grofsen Leitungsgefdfie. Neben der
mechanischen Funktion als Gleit- und Verschiebeschicht, dienen zwei weitere
mikrostrukturelle Systeme der Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen der
Gefédfie. Zum Einen ist das adventitielle autonome Nervensystem (ANS) Haupt-
region fiir afferente und efferente Nervenbahnen im Blutgefdafisystem (DAMON,
2005). Zum Anderen liegen die zur Eigenversorgung der Gefaflwand dienenden
Vasa vasorum ebenfalls iiberwiegend in der Adventitia, ziehen in den &dufleren
Bereich der Tunica media und versorgen somit 2/3 der Gefdafswand (HEISTAD
und MARCUS, 1979). Beide Systeme sind am Prozess des Remodelings und an
pathologischen Verdanderungen der Gefdaffwéande direkt beteiligt (BARKER et al.,
1993; MANFRINI et al., 2008; MULLIGAN-KEHOE, 2010). Neben den bisher beschrie-
benen Einflussfaktoren auf die Beschaffenheit der Gefdfiwand, analysierten London
und Kollegen zusétzlich die Auswirkung des Geschlechts und der Korpergrofie
auf die Gefdfse beim Menschen (LONDON et al., 1995). Es wurde gezeigt, dass
sowohl das Alter als auch die Kérpergrofse und das Geschlecht die Elastizitiat der
peripheren Gefdfle direkt beeinflussen und somit Auswirkung auf den Blutdruck
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haben. Es besteht eine positive Korrelation zwischen der Korpergrofie und dem
systolischem Blutdruck. Dies konnte auch in einer Studie an der Giraffe gezeigt
werden, die eine wesentlich dickere Gefaffwand, sehr ausgepragte Tunica media
und im Vergleich zu anderen Saugetieren gesteigerte Konzentration an elastischen
Fasern aufweist (GOETZ, 1958). Periphere Arterien bei weiblichen Individuen
zeigen im Vergleich zu ménnlichen, nach Anpassung der Grofie und des Alters,
eine gesteigerte Dehnfdhigkeit der Gefifie und dementsprechend niedrigeren
Blutdruck. Gangar sieht den Zusammenhang in einem moglichen protektiven
Einfluss des Ostrogens auf die glatte Muskulatur der GefaSwand (GANGAR, 1991),
die nachweislich funktionelle Ostrogenrezeptoren aufweist (KARAS et al., 1994;
LOSORDO et al., 1994). Ohne den Einfluss des Ostrogens (beim Menschen nach
der Menopause) konnte kein Unterschied in der Dehnbarkeit peripherer Arterien
bei beiden Geschlechtern mehr festgestellt werden. Ebenso hat das Geschlecht
keinen Einfluss auf die Dehnfdhigkeit zentral gelegener Arterien des elastischen
Typs (LONDON et al., 1995).

2.1.4 Morphologische Besonderheiten beim Pferd

Bereits 1902 wurden erste Untersuchungen von Gefiafistimmen in ihrem Verlauf
durch den Tierkorper durchgefiihrt, auf der Suche nach moglichen Regeln oder
Schemata, nach denen histologische Verdnderungen im Bau der Gefafiwénde
auftreten. Baum vermutete auf Grund der unterschiedlichen Blutdruckverhaltnisse
verschiedener Tierspezies, dass es Unterschiede in der Blutgefafsarchitektur geben
muss. Weiterhin sollten morphologische Besonderheiten, bedingt durch Gattung,
Gebrauchsart derselben und des Alters der Tiere nachgewiesen werden (THIENEL,
1902).

Bei der Spezies Pferd gewinnt die Tunica interna mit Zunahme der Grofse der Arte-
rie bedeutend an Starke und wird mehrschichtig. Die wesentlichen Unterschiede
in der Gefafsarchitektur der einzelnen Spezies sind jedoch in der Tunica media zu
finden, welche den Arterien ihren typischen Charakter verleiht. Bezogen auf die
A. mediana beschrieb Baum den Ubergang vom elastischen zum muskulédren Typ
beim Pferd auf Hohe des Ellenbogengelenks. Insbesondere ab der A. mediana sind

die elastischen Fasern der Tunica media, bis auf duflerst diinne und feine Fiserchen,
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verschwunden (BAUM, 1903). Es wurden primar zirkuldr verlaufende Muskelzellen
gefunden, die jedoch und besonders beim Pferd an stark beanspruchten Stellen
(in Gelenksndhe), durch langsverlaufende Muskelzellen erganzt werden. In der
dufleren Gefafischicht (Tunica externa) ist bei allen Tieren eine von proximal nach
distal gerichtete Zunahme der lingsverlaufenden elastischen Fasern zu konstatie-
ren. Diese Zunahme steht im umgekehrten Verhéltnis zur Abnahme der elastischen
Fasern der Tunica media. Somit herrscht ein Antagonismus zwischen elastischen
Fasern der Tunica media und der Tunica externa. Das Auftreten der zur Eigenver-
sorgung benotigten Vasa vasorum ist stark vom Gefafstyp abhédngig. Sowohl Gehalt
an glatten Muskelzellen als auch Dicke der Gefafiwand haben einen Einfluss auf
die quantitative Auspragung dieser zur nutritiven Versorgung dienenden kleinen
Geféfse. So sind bei Gefdfsen mit einer dicken muskuldren Wand viele Vasa vasorum
zu finden (BAUM, 1903). Ausfiihrlich wird tiber die nutritive Versorgung der Gefafs-
wand im Kapitel 2.3 berichtet. 1926 folgten Untersuchungen von Zimmermann an
Arterienstimmen von Huftieren um deren Umfang, Durchmesser und Wanddicke
zu beurteilten (ZIMMERMANN, 1926). Unter anderem konnte festgestellt werden,
dass die Weite des Gefafsrohres (Lumendiameter) beim Pferd im Alter zunimmt.
Studier zeigte 1951 in histologischen Untersuchungen Besonderheiten der Zehe-
nendarterien des Pferdes auf. Sowohl bei jungen (6 Wochen) als auch bei dlteren
(26 Jahre) Pferden konnten Blutfluss-regulierende Einrichtungen in den Gefdfsen in
Form von Intimapolstern gefunden werden (STUDIER, 1951). Diese Polster ragen
bis zu 1/3 in das Gefafllumen hinein, sind meist an Gefdfiabzweigungen zu finden
und wurden als stromungsregulatorische Einrichtungen, Drossel- und Sperrvor-
richtungen bezeichnet. Das Endothel ist im Bereich der Polster durch Bindegewebe
und glatte Muskelzellen von der Membrana elastica interna abgehoben. Studier
beschreibt 3 Typen von Intimapolstern, die unterschiedlich oft in Erscheinung
treten. So tiberwiegt der muskulo-fibrilldre (59%) tiber den rein muskulédren (28%)
Typ. Am seltensten besteht das Polster aus Bindegewebe, glatten Muskelzellen und
einem hohen Anteil an amorpher Interzellularsubstanz (18%) (STUDIER, 1951).

2.1.4.1 Klinische Aspekte der GefaBveranderungen beim Pferd

Heidenreich untersuchte die Morphologie der Blutgefdfse der Lunge des Pferdes,

da die ,, Dampfigkeit” des Pferdes zuweilen auf Herz- und Blutgefaflerkrankungen
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zuriickzufiihren ist (HEIDENREICH, 1960). Es konnte gezeigt werden, dass die Mehr-
zahl altersbedingter Verdnderungen an Arterien des elastischen Typs zu finden
sind. Eine allgemeine Dickenzunahme der Gefdfswande bis zum 5. Lebensjahr und
eine bindegewebige Intimaerweiterung mit zunehmendem Alter sind Ergebnisse
der Studie. Die Intimaverdickung im Alter ist einer Zunahme der subendothe-
lialen Bindegewebsschichten, einer Elastikadegeneration und der Zunahme von
kollagenen Fasern geschuldet. Hier beschriebene morphologische Verdnderungen
in der Gefdfiwand zeigten sich an besonders beanspruchten Gefdfsabschnitten
(Aufgabelung des Gefédfirohres und Abzweigungen von Seitendsten) in verstarktem
MafSe und auch zu fritheren Zeitpunkten als bei den restlichen Arterien (HEIDEN-
REICH, 1960). Cranley beschrieb 1983 das Ausmaf’ der fokalen Kalzifikation der
Lungenarterie an Vollblutpferden (CRANLEY, 1983). Eine Untersuchung tiber die
Morphologie der Lungenarterien junger Vollblut-Rennpferde zeigte, dass es auch
unabhingig vom Alter zu Gefafiveranderungen kommt (IMAIZUMI et al., 1989).
Sklerotische und degenerative Verdnderungen in der Tunica media sind hier eher
auf die Nutzungsart als auf das Alter zuriickzufiihren. Diskussionen tiber mogliche
Ursachen des morphologischen Erscheinungsbildes ergaben einen Zusammenhang
zwischen den pathologischen Verdnderungen der Vasa und Nervi vasorum und
der daraus resultierenden Ischimie und Odembildung in den Gefiawinden. In
direkter Nachbarschaft der sklerotischen Verdnderungen an Lungenarterien und
Aorten konnten an den Vasa vasorum folgende Verdnderungen gezeigt werden:
Vakuolisierung und Odematisierung der glatten Muskelzellen, Erweiterung und
Mineralisation der Membrana elastica interna, Muskelzelldegeneration mit kom-
pensatorischer Kollagenproliferation und zum Teil auch Nekrosen in der Tunica
media. Folgen dieser Prozesse sind Lumeneinengung und anschlieflende Min-
derperfusion der Gefdflwande. An den Nervenfasern konnten Schwellungen und
auch partieller Verlust der Fasern dargestellt werden. Diese Erscheinungen wurden
ausschlieSlich bei Rennpferden festgestellt. Ob die gesteigerte Himodynamik bei
Rennpferden, Blutdruckanstieg oder ein Verlust der Nervenfasern die Ursache
sind, ist nicht geklart (IMAIZUMI et al., 1989). Nakamura und Kollegen fiihrten
weitere Studien {iber die Kalzifizierung der Arterien bei Rennpferden durch. Hier
konnte kein Zusammenhang zwischen der Nutzungsart (Rennpferd) oder des
Alters und einer Kalzifizierung der Tunica media festgestellt werden, sodass
Nakamura und Kollegen eine kongenitale Ursache vermuten (NAKAMURA et al.,
1992). Neben den iiberwiegend untersuchten Hauptgefdfien Aorta, Lungenarterien
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und Halsschlagader wurden nun auch peripher gelegene muskuldre Gefifse wie die
Femoral- und Mesenterialarterie untersucht (ARROYO et al., 2008). Meist betroffene
Struktur ist die Tunica media, die bei 82% der 101 untersuchten Pferde Formen
der Gefafimineralisierung zeigte. Diese Verdnderungen zeigten sich unabhingig
vom Alter, Geschlecht und Rasse der Pferde. Makroskopisch stellen sich diese
Plaques primér an der Bifurkation der Lungenarterie als weifs-gelblich, harte Um-
fangsvermehrungen dar. Lichtmikroskopisch sind diese Bereiche gekennzeichnet
durch eine Verdiinnung, Fragmentierung und Mineralisierung der elastischen
Fasern der Tunica media. Kollagene Faserbiindel liegen unkoordiniert in der
Gefafiwand und strahlen in alle Richtungen aus. Das Endothel in diesem Bereich
ist ebenfalls verdickt und fragmentierte Bereiche ragen in das GefafSlumen hinein.
Verdanderungen dieser Art konnten an peripheren Arterien des muskulédren Typs
nicht nachgewiesen werden. Basierend auf diesen Ergebnissen stimmen Arroyo
und Kollegen (ARROYO et al., 2008) der Meinung von Imaizumi (IMAIZUMI et al.,

1989) zu, dass eine offensichtliche Ursache nicht festzustellen ist.

2.1.5 Quantitative und qualitative Untersuchung der
elastischen Fasern in der GefaBwand

Die Anwendung von biochemischen Methoden zur Analyse der einzelnen Kompo-
nenten der GefdfSwand war Voraussetzung fiir eine Reihe weiter folgender Unter-
suchungen. Schon im Jahre 1950 entwickelten Neuman und Logan eine Methode
zur Quantifizierung der Wandbestandteile von Arterien. Uber die Bestimmung
der Hydroxyprolinkonzentration im zu untersuchenden Gewebe konnten sie auf
den prozentualen Anteil des Kollagens schlieffen (NEUMAN und LOGAN, 1950).
Die strukturellen Komponenten der Tunica media sind systematisch angeordnet.
Konzentrische dicke elastische Fibrillen sind untereinander durch ein kompliziertes
Netzwerk feiner elastischer Fasern verbunden, die ebenfalls durchsetzt sind mit
kollagenen Fasern und glatten Muskelzellen (KEECH, 1960; PEASE und PAULE,
1960; KARRER, 1961).

Harkness und McDonald fiihrten Studien zur Bestimmung der Anteile an Elastin
und Kollagen in Arterien des Hundes durch (HARKNESS, 1957). Eine Weiterent-
wicklung dieser Untersuchungen fiihrten Apter und Mitarbeiter im Jahr 1966 durch.
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Neben der prozentualen Bestimmung an elastischen Fasern, Kollagen und glatten
Muskelzellen, wurde die Breite der elastischen Fasern ausgemessen und deren
absolute Anzahl bestimmt (APTER, 1966). Ergebnis dieser Messung war, dass die
absolute Anzahl an elastischen Fasern in verschiedenen Segmenten der Aorta keine
Anderung erfihrt, jedoch der prozentuale Anteil an Elastin im entsprechenden
Segment von 46% auf 19% abfillt. Es wurde gezeigt, dass die morphologische
Auspréagung der elastischen Fasern entscheidend ist fiir den Verlust an Elastizitit
der Arterienwand. Zusitzlich wurden phanotypische Unterschiede der elastischen
Fasern im Verlauf der Gefdfswand beobachtet. So sind Fasern in Lumennéhe dicker
als im dufleren Bereich der Wand. Der Anteil an Muskelzellen steigt im Verlauf
des Gefdafsbaumes in den peripheren Gefédfien stark an. Um die elastischen ul-
trastrukturellen Gegebenheiten der Gefdafwande noch besser verstehen zu kénnen,
fithrten Farand und Kollegen 2007 eine Studie iiber die histomorphologischen
Eigenschaften der elastischen Faser der Kaninchenaorta durch. In der Tunica
interna sind die elastischen Fasern parallel zum Blutfluss ausgerichtet. Hingegen
ist die Tunica media geprégt von perpendikular zur Blutflussrichtung orientierten
elastischen Fasern. Die Autoren sehen diese geometrische Ausrichtung als Anpas-
sung auf die wirkenden mechanischen Krifte, wobei die Fasern der Tunica media
eher den zirkuldren (bedingt durch Pulswelle) und die Fasern der Tunica interna
den longitudinalen (Wandschubspannung) Schubkréften entgegen wirken (FA-
RAND et al., 2007). Mozersky fertigte transkutane Messungen an, um Aufschluss
tiber den Grad der Gefalwanddeformation (Anderung des Durchmessers) beim
Aulftreffen einer Pulswelle zu erhalten. Die sogenannte Blutdruck-Durchmesser-
Beziehung (Pressure-Strain-Elastic Modulus) steigt mit zunehmendem Alter an.
Somit konnte ein physiologischer Prozess der Gefifiversteifung im Alter gezeigt
werden, der unabhédngig von pathologischen Verdnderungen der Gefdfswand vor
sich geht (MOZERSKY et al., 1972). Als mogliche Ursachen sehen die Autoren
den Hang der elastischen Fasern, im Alter zu Fragmentieren und Kalzifizieren.
Ein Vergleich der Lungenstammgefédfse mit der Aorta zeigte, dass der Verlust an
elastischen Fasern im Alter von der Lokalisation im Tierkorper abhédngig ist. So
konnten in den Lungenarterien sowohl bei jungen, als auch bei dlteren Individuen
konstante Konzentrationen (ca. 26%) an elastischen Fasern nachgewiesen werden.
Demgegentiber nahm die Konzentration in der Aorta im Alter von 48% auf 32%
ab (PLANK et al., 1980).
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2.1.5.1 Speziesassoziierte Unterschiede der GefaBarchitektur

Um Aufschluss tiber mogliche Unterschiede der Gefdfswandarchitektur der Aorta
thoracica bei verschiedenen Spezies zu erhalten, fithrten Wolinsky und Glagov
Studien an 10 Saugetierspezies durch (WOLINSKY und GLAGOV, 1967). Bei allen
Tieren wurden die Komponenten Elastin, Kollagen und glatte Muskelzellen als
eine enge funktionelle Einheit (Lamellar Units) beschrieben, welche zirkular in
der Gefafswand verlaufen und ein visko-elastisches Netzwerk bilden (WOLINSKY,
1967). Diese Vergleichsstudie zeigte, dass die Anzahl an konzentrisch um das
Gefafs angeordneten Lagen an Lamellar units (funktionelle Einheit aus glatten
Muskelzellen, elastischen und kollagenen Fasern) proportional zum Radius des
Gefifles ist, unabhéngig von Spezies und Wanddicke. Innerer Gefafsdurchmesser
der Aorta und Dicke der Tunica media steigen mit dem Korpergewicht der Tiere
an. Jedoch ist dieser Anstieg beider Parameter bei allen Tieren die weniger als
50 kg wiegen sehr viel deutlicher als bei schwereren Tieren (Schwein, Schaf). Es
besteht eine klare lineare Abhédngigkeit zwischen Dicke der Tunica media und
dem Diameter der Aorta bei Tieren. Je 1 mm Zunahme des Diameters stieg die
Wanddicke um etwa 0,05 mm an, unabhédngig von Gewicht und Spezies. Diese
Ergebnisse werden als ein adaptives Verhalten der Arterien gegeniiber gesteigerten
Druckverhiltnissen in den Gefdfien angesehen (WOLINSKY, 1967). Zwei Jahre
spater fithrten die gleichen Wissenschaftler erneut eine Vergleichsstudie durch,
jedoch erweiterten sie ihre Untersuchung auf die Betrachtung der nutritiven
Versorgung sowohl der Aorta thoracica als auch der Aorta abdominalis durch
Vasa vasorum (WOLINSKY, 1969). Im Detail wird auf die Eigenversorgung der
Gefadfse im Kapitel 2.3 eingegangen. Es sei hier jedoch bereits erwdhnt, dass es eine
Zone in grofien Arterien gibt, die avaskular ist und somit ausschliefslich durch
Diffusion vom Lumen aus versorgt wird. Bei Tieren, deren Aortenwand weniger
als 29 Lamellar units (entspricht etwa 0,5 mm) aufweisen, sind keine Vasa vasorum
nachweisbar. Bei Schwein, Rind und Pferd konnten jedoch zur Eigenversorgung
dienende Gefifle, die grofier als 10pm im Durchmesser waren, im dufSeren Ge-
faSwandbereich der Aorta abdominalis nachgewiesen werden (WOLINSKY, 1969).
Gleiches gilt fiir die Aorta thoracica (WOLINSKY und GLAGOV, 1967).
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2.2 Endothel

2.2.1 Definition und Funktionen des Endothel

Das Endothel bildet die innerste Auskleidung der Blut- und Lymphgefédfie sowie
der Herzinnenrdume. Als einschichtige Zelllage gehort das Endothel, zusammen
mit dem Stratum subendotheliale und der Membrana elastica interna, zur Tunica
interna der Gefdfswande. Diese Zellen sind heterogen und komplex (RUBANYI,
1993). Neben den in Kapitel 2.1.1.5 beschriebenen anatomischen Eigenschaften des
Endothels sind in Tab. 2.1 die funktionellen Merkmale zusammengefasst.

Endothelzellen besitzen die Fahigkeit sich sowohl morphologisch als auch funktio-
nell anzupassen. Das Endothel unterliegt einer hohen metabolischen Aktivitat und
spielt somit eine wichtige Rolle in diversen physiologischen Prozessen. Es stellt eine
permeable Barriere zwischen dem zirkulierenden Blut und dem angrenzenden Ge-
webe dar. Weiterhin ist es verantwortlich fiir die Adhédsion der Leukozyten an der
Gefdfswand. Dariiber hinaus ist das Endothel mit verantwortlich fiir die Regulation
der Hiamostase, der Angiogenese und des Gefafitonus (PLENDL, 1992).

2.2.2 Endothelzellen - ein adaptiver Zellverbund

Der heterogene Charakter der Endothelzellen ist vielen dufleren und inneren
Einfliissen, die auf das Endothel einwirken geschuldet. Aird beschrieb diese einwir-
kenden Faktoren in seiner Studie tiber die ,rdumliche und zeitliche Dynamik des
Endothels” als Input, worauf die Endothelzellen mit einem entsprechenden Output
reagieren (AIRD, 2005). Physiologische Reize biochemischer oder biomechanischer
Natur, wie z.B. Gefdfsdeformation und variierende Blutflussgeschwindigkeiten sind
Voraussetzung fiir eine entsprechende Adaptation der Endothelzellen auf diese
Reize. Form- und Grofsenverdnderungen der Zellen in unterschiedlichen Gefédfien
sind charakteristische Merkmale. So sind die Endothelzellen der Aorta von Ratten
langgestreckt, schmal und in deren Langsachse ist in Flussrichtung ausgerichtet.
Im Gegensatz dazu erscheinen die Endothelzellen der kaudalen Hohlvenen bei den
gleichen Tieren oval bis dreieckig und wesentlich grofser (KIBRIA et al., 1980). Das
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Tabelle 2.1 Funktionen des Endothels

Funktionelle Ein-| Merkmale Quellen

teilung

1. Regulation des | - Unterschiedliche Ausprdgung der | (FISHMAN, 1982; BAZZONI und
Stoffaustausches/ | Endothelzellen im GefafsSbaum, entspre- | DEJANA, 2004; DEJANA, 2004)
semipermeable chend den speziellen Anforderungen des

Barriere versorgenden Gewebes

- Unterschiedliche Zellkontakte (tight-
adherens-gap junctions)

2. Angiogenese

- Bildung neuer Blutgefiafle aus bereits
bestehenden GefafSsprossen.

- Expression von Wachstumsfaktoren
(VEGF) v.a. im weiblichen Reprodukti-
onstrakt (Ovarien und Uterus)

(R1sAU, 1997; MODLICH, 1996;
MARTELLI et al., 2006)

3. Hamostase

- Expression von Pro- (vWF) und Antiko-
agulantien (APC Rezeptor)

(SENIS, 1996; LASZIK et al., 1997;
YAMAMOTO et al., 1998)

4.  Leukozyten
transmigration

- E- und P-Selectin (Endothelzellligan-
den)

-ICAM, VCAM

- Findet fast ausschliefSlich in postkapilla-
ren Venulen statt

(PICKER et al., 1991b,a; PETZEL-
BAUER et al., 1993)

5. high endotheli-
al venules (HEV)

- Rezeptor gesteuerte Leukodiapedese in
Lymphknoten und Peyer-Plaques

(GALLATIN et al.,, 1983; Str;
HOLZMANN et al., 1989)

6. Thermoregulati-
on

- NO Freisetzung aus Endothelzellen >
Vasodilatation oberfldchlicher Gefafie >

(TAYLOR et al., 1993)

Wirmeabgabe
7. Mikropinozyto- | - Endozytose via CAM- Cadherine (MURO, 2004)
se - Phagozytose
- Mikro- und Makropinozytose
8. Regulation des | - Nitric Oxide (NO) (FURCHGOTT, 1980; LOSCALZO

Gefafdtonus

- Endothelium-derived relaxing Factor
(EDRF)

und WELCH, 1995)

adaptive Potential konnte besonders deutlich in einer klinischen Vergleichsstudie

an arteriellen mit vendsen Endothelzellen aufgezeigt werden. Kwei und Kollegen

erstellten eine Anastomose zwischen dem vendsen und arteriellen System (V.

jugularis mit A. carotis) und betrachteten die morphologischen Verdnderungen

postoperativ. Strukturelle und funktionelle Reorganisation des Endothels und der

GefafSwand, verursacht durch die neue lokale biomechanische Umwelt, waren
bereits nach kurzer Zeit nachweisbar (KWEI et al., 2004). Gleiche Ergebnisse
konnten auf molekularbiologischer Ebene an isolierten menschlichen Endothel-
zellen erzielt werden (TSUKUROV, 2000). Eine im Jahr 1972 durchgefiihrte Studie
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zeigte, dass sich Endothelzellen und deren Zellkerne entlang der FliefSrichtung
des Blutes ausrichten. Die Zellen zeigen die Fahigkeit innerhalb von 10 Tagen
auf eine verdanderte Himodynamik entsprechend zu reagieren und sich erneut in
Richtung des Blutflusses auszurichten (FLAHERTY et al., 1972). Dieses strukturelle
Remodeling, hervorgerufen durch hamodynamischen ,,Shear Stress”, zeigt die
adaptive Potenz dieser Zellen. Erst kiirzlich konnte festgestellt werden, dass der
Zellkern der Endothelzellen als Sensor fungiert, der die Richtung des Blutflusses
und dessen Stiarke wahrnehmen kann. Mikrotubuli und Golgi-Apparat richten
sich zum Blutfluss hin vor den Zellkern aus. Die Polarisation gegen die Blutfluss-
richtung ist proportional zur Starke der FlieSgeschwindigkeit (TKACHENKO et al.,
2013). Gleiche Ergebnisse konnten in in vivo Untersuchungen an Mdusen gezeigt
werden, bei denen die Polarisation in stark durchbluteten Arterien grofier war als
in Venen (TKACHENKO et al., 2013).

2.2.3 Das Endothel als Modulator

Neben der Fahigkeit eine Gefaf(kontraktion zu bewirken, zeigten Untersuchungen
von Zerpa, dass die Endothelzellen beim Einfluss von Kélte einer zu starken Kon-
traktion der Zehenendarterien des Pferdes auch entgegen wirken kénnen (ZERPA
et al., 2010). Dieser relaxierende Einfluss des Endothels auf die Blutgefafse ist in den
peripheren Widerstandsgefédfsen deutlicher ausgeprégter als bei Leitungsgefafsen.
Zu diesen Gefdfien zdhlen die kleinen Arterien und Arteriolen im Hufbeintra-
ger, deren besondere Eigenschaft es ist, eine im Verhéltnis zum Lumen sehr
dicke Gefdfswand zu haben. Ergebnis seiner Studie ist, dass Endothelzellen einen
modulatorischen Effekt auf die Vasokonstriktion kleiner Arterien austiiben. Eine
endotheliale Dysfunktion verschiebt die Balance zwischen Vasokonstriktion und
Vasodilatation zugunsten der Konstriktion, was im Bereich des Hufes die Gefahr
der Hypoperfusion der digitalen Gefdafse erhoht. Infolge dieses pathologischen
Prozesses, sind Pollitt (POLLITT und MOLYNEUX, 1990) und Moore (MOORE, 1996)
der Ansicht, dass es zur Ischamie, Nekrose und Odemen der Lamina kommt, was
auf Grund des Kompartmentsyndroms das klinische Bild der Hufrehe induziert.
Zusatzlich fordert eine moderate Kithlung des Hufes die Ausschiittung von NO
aus den Endothelzellen, wodurch sich die GefidfSe weiten und einer Hufrehe
entgegengewirkt werden kann (ZERPA et al., 2010). Diese Untersuchungen zeigen
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die heterogene Funktionalitdt der Endothelzellen, entsprechend ihrer Lokalisation,
den unterschiedlichen himodynamischen Gegebenheiten und des Alters dieser
Zellen. Im Rahmen der Entstehung von Katheterassoziierten Thrombophlebitiden
der V. jugularis bei Pferden kann der aktivierende Effekt auf die Endothelzellen
durch mechanische Stimulation des in der Vene verweilenden Katheters dargestellt
werden. Geraghty und Kollegen haben in klinischen Studien gezeigt, dass sich
gebildete Thromben nicht von der Gefafiwand 16sen, solange der Katheter in der
Vene verweilt. Grund ist vermutlich die stindige Stimulation der Endothelzellen
durch den Katheter (GERAGHTY et al., 2009). Gefafsareale, die einem gesteiger-
ten lamelldren Blutfluss, also hohem Shear Stress, ausgesetzt sind, sind weniger
gefdhrdet, GefafSlasionen auf Grund endothelialer Dysfunktionen zu entwickeln,
als weniger stark durchblutete Areale (DAVIS et al., 2001). Die Ablagerung von
Plaques an Gefdflwanden ist beim Menschen nachweifslich positiv korreliert mit
einem verminderten Blutfluss in diesen Arealen (KU, 1985). Neuere Untersuchun-
gen konnten auch zeigen, dass ein gesteigerter Trainingsumfang sowohl beim
Menschen (TADDEI et al., 2000) als auch bei Tieren (TANABE, 2003; SPIER et al.,
2004) zu einer erhohten Expression der eNOS fiihrt und somit Gefafierkrankungen

vorgebeugt werden kann.

2.2.4 Zellkontakte

2.2.4.1 Typen von Zellverbindungen

Die Zellkontakte zwischen benachbarten Endothelzellen sowohl der Mikroge-
faBe (MUIR und PETERS, 1962; KARNOVSKY, 1967; BRUNS und PALADE, 1968;
HUTTNER und BOUTET, 1973; YEE und RAVEL, 1975), als auch mittelgroflen (HUTT-
NER et al., 1970) und grofien Arterien (GERRITY und CLIFF, 1972; HUTTNER und
BOUTET, 1973; GIACOMELLI und WIENER, 1974) und Venen (SIMIONESCU et al.,
1976) setzen sich zusammen aus tight junctions, adherens junctions und gap

junctions.

2.2.4.1.1 Tight junctions
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Tight junctions (lat. Zona occludens) sind komplexe Proteinstrukturen und dienen
der Abdichtung des Interzellularspaltes. Beteiligte Proteine am Komplex sind
Occludin (FURUSE et al., 1993), Claudin (FURUSE et al., 1998; LIEBNER et al.,
2000), ZO-1 (FANNING et al., 1998), JAM (MARTIN-PADURA et al., 1998) und
Aktin (FANNING et al., 1998). Diese engen Verbindungen sorgen zusétzlich fiir die
Aufrechterhaltung der Polaritdt der Endothelzellen und stellen eine parazellulédre
Diffusionsbarriere fiir im Blut geloste Teilchen und Wasser dar. Es besteht eine
Permeabilitat fiir Teilchen mit einem Radius < 0,36 nm (3,6 Angstém), jedoch
sind tight junctions absolut impermeabel fiir geldste Stoffe mit einem Radius > 1,5
nm (15 Angstrém) (MADARA, 1985). Beschaffenheit und Funktion des Gewebes
bestimmen den Ausprigungsgrad der tight junctions zwischen benachbarten
Zellen (FARQUHAR und PALADE, 1963). So sind zwischen den Endothelzellen
der Lebersinusoide bei Laborratten keine tight junctions vorhanden (YEE und
RAVEL, 1975). Ob tight junctions eine eher undichte oder sehr dichte Barriere
darstellen, hingt zusitzlich von der Lokalisation und der Dicke der Verbindung
selbst ab. Tiefer liegende (apikal-basale Ausdehnung) und dickere (Anzahl an
Proteinkomplexen) Zellverbindungen weisen einen hoheren Widerstand auf, als
diinnere und oberflachlich gelegene tight junctions (CLAUDE und GOODENOUGH,
1973). Diese Tatsache ist den funktionellen Anspriichen der einzelnen Gewebe
geschuldet (CLAUDE, 1978).

2.2.4.1.2 Anchoring junctions

Anchoring junctions (Verankerungsverbindungen, Adhéarens- oder Adhésions-
kontakte) sorgen durch die Vernetzung von zytoplasmatischen Zellfilamenten fiir
mechanische Stabilitat im Zellverbund (GOODING et al., 2004). Sie werden auch als
Haftplatten (Desmosomen) bezeichnet und kommen in mehrschichtigen Epithelien
zumeist als Macula (punktférmig) und Zonula (giirtelformig) adherens vor. Der
Terminus Haftplatte (adhesions plate), als Zellverbindung zwischen benachbarten
Endothelzellen wurde erstmals durch Georg Palade 1954 eingefiihrt (PALADE
und PORTER, 1954). Ankerverbindungen tiberbriicken einen Interzelluldren Spalt
von etwa 15-20 nm {iiber eine Strecke von 0,2-0,5 pm (FARQUHAR und PALADE,
1963; NIESSEN, 2007). Fiir die Verankerung sorgen sog. Ankerproteine (Vinculin,
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Catenine, Alpha- Aktin), welche ein Transmembranprotein (Cadherin) an den je-
weiligen Zellmembranen fixieren (NAGAFUCHI et al., 1994). Neben dem klassischen
Cadherin vermittelten Verankerungskomplex verftigen Endothelzellen auch tiber
einen Nectin-Afadin Komplex, der bei der Anordnung und Auspragung weiterer
Zellkontakte eine Rolle spielt (IRIE et al., 2004). Als Hemidesmosomen werden
die Verbindungen zwischen Epithel- oder Endothelzellen und der Basallamina
bezeichnet. Als Transmembranprotein sind hier gegentiber dem Cadherin der Des-
mosomen Untereinheiten (Alpha, Beta) der Integrine eingeschaltet (SONNENBERG
et al., 1991; WANG et al., 2012). Das Auftreten von apikal gelegenen tight- und
basal gelegenen adherens junctions (Zonula adherens) wird als Haftkomplex oder

Schlussleiste bezeichnet.

2.2.4.1.3 Gap junctions

Gap junctions (lat. Nexus) oder Tunnelproteine (Connexon) sind fiir die Kommu-
nikation zwischen den Zellen verantwortlich. Sie stellen eine direkte Verbindung
zwischen dem Zytoplasma zweier benachbarter Zellen her, wodurch ein standiger
Ionen- und Elektronenaustausch gewéhrleistet werden kann (GOODENOUGH und
PAUL, 2009). Neben dem Austausch von winzigen Ionen kénnen auch weitere
Metaboliten und Botenmolekiihle bis zu einer Grofse von ~ 1 kDa passieren (SIMON
und GOODENOUGH, 1998). Die Tunnelproteine haben eine Lange von 20 nm, einen
inneren Durchmesser von 2 nm und setzten sich aus 6 integralen Membranprotei-
nen (Connexinen) zusammen (BRINK et al., 1997). Die Liicke (Gap) die zwischen
den Biomembranen benachbarter Endothelzellen im Gereich der Gap junction
verbleibt, betrdgt 2-4 nm (HUTTNER und BOUTET, 1973; GOODENOUGH und PAUL,
2009). Die Kommunikation zwischen den Zellen ist regulierbar, indem die Kanile
in einem gedffnetem oder eher geschlossenem Zustand vorliegen. Entscheidend ist
hierbei die strukturelle Auspragung der einzelnen Connexine, insbesondere C-43
und C-45 (MARTINEZ, 2002; O'DONNELL et al., 2014).
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2.2.4.2 Besonderheiten endothelialer Zellkontakte

An die Zellverbindungen der Endothelzellen werden besondere Anspriiche gestellt.
Das koordinierte Offnen und Schliefen der Zell-Zellverbindungen, sorgt neben
dem transzelluldren Stoffaustausch (VVO- Vesikel-Vakuoldre Organellen) (DVORAK
et al., 1996) fiir einen den Bediirfnissen angepassten interzelluldren Stofftrans-
port (STEVENS et al., 2000). Die Auspragung dieser Komplexe ist stark vom Gefaf3-
typ, dem Bedarf an Permeabilitdt der Organe und der einzelnen Organsegmente
abhingig (QIAO und BHATTACHARYA, 1991). Im arteriellen Schenkel des Gefafssys-
tems sind die tight junctions zahlreich anzutreffen, komplex strukturiert (weniger
stark bei Arteriolen) und werden regelméfiig durch gap junctions unterbrochen.
Weniger stark ausgeprégt sind die tight junctions im venosen Teil des Blutgefaf3-
systems, besonders in den postkapilldren Venulen. Gap junctions sind in Venen,
im Vergleich zu den Arterien, in geringem Mafle ausgebildet (SIMIONESCU et al.,
1975; SIMIONESCU und SIMIONESCU, 1991). Im Bereich der Kapillaren, besonders
der Sinusoide sind die Zellkontakte nur sparlich ausgebildet, diskontinuierlich
und zeigen ein punktuelles Verteilungsmuster. Die Verbindung benachbarter
Endothelzellen ist hier auf eine kleine Flache begrenzt und ist strukturell von
echten tight junctions abzugrenzen (YEE und RAVEL, 1975). Neben mechanischen
Einfliissen sind funktionelle Eigenschaften ebenso entscheidend fiir die quantitative
Auspragung der tight junctions. Dies zeigt sich an der Vielzahl von tight junctions
zwischen Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (REESE und KARNOVSKY, 1967).
Endothelzellen besitzen im Gegensatz zum Epithel keine Desmosomen. Urséachlich
liegt hier die fehlende Expression von Desmoglein, Desmocollin und Keratin zu
Grunde (SCHWARZ et al., 1990). Im Unterschied zu den Epithelzellen, bei denen die
tight junctions ausschliefilich an der apikalen Seite der Zelle lokalisiert sind (FAR-
QUHAR und PALADE, 1963), finden man diese bei den Endothelzellen tiber die
gesamte Kontaktfldche (apikal-basolaterale Ausrichtung) zwischen benachbarten
Zellen. Abwechselnd sind zwischen den tight junctions der Endothelzellen auch
vermehrt adherens junctions ausgebildet (RISAU und RUBANYI, 2003; DEJANA,
2004).

Jedoch gibt es auch hier Unterschiede in der Anzahl der ausgebildeten tight
junctions entsprechend des zu betrachtenden Gefdfies und des Grades an Per-
meabilitdt (SIMIONESCU und SIMIONESCU, 1991). Eine Besonderheit der adherens
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junctions von Endothelzellen besteht in der Expression eines endothelspezifi-
schen Cadherins (VE- Cadherin, vascular endothelial- cadherine), welches als
Marker der endothelialen adherens junctions in der Immunhistologie eingesetzt
wird (LAMPUGNANI et al., 1992). Neben den tight- und adherens junctions, wurde
ein weiteres interzelluldres Haftprotein (PECAM-1; CD31) entdeckt, welches auch
auf Oberflachen der Leukozyten und Thrombozyten ausgebildet wird (MULLER
et al., 2002). Bedingt durch eine im Alter verminderte Expression an Haftproteinen
(Occludin, Claudin-5), welche fiir den Zell-Zell Kontakt und somit fiir die Integritat
des Zellverbandes verantwortlich sind, kommt es auch zum Verlust der Barrie-
refunktion dieser Zelllage mit steigendem Alter der Endothelzellen (KROUWER
et al., 2012). Fiir den Anstieg an Permeabilitdt bedingt durch die Minderfunktion
als Barriere sind tight junctions im hoheren Mafie verantwortlich als adherens
junctions (KROUWER et al., 2012).

2.3 Vasa und Nervi vasorum

2.3.1 Vasa vasorum

Die ersten anatomischen Berichte tiber die erndhrenden Gefafschen, welche die Wan-
dungen grofier Gefiafle durchziehen, sind auf das Jahr 1835 datiert (BURDACH, 1835).
Die Vasa vasorum versorgen sowohl die Gefdflwand der Arterien (HEISTAD et al.,
1981) als auch der Venen (TONAR et al., 2012) mit Nahr- und Sauerstoff. Technischer
Fortschritt wie die 3D Mikro Computer Tomographie brachten neuen Einblick in
den heterogenen Charakter der Vasa vasorum. Heute unterscheidet man drei Typen
von Vasa vasorum, entsprechend des Ursprunges der Geféafse (GOSSL et al., 2003).
Als Vasa vasorum interna werden Gefédfie bezeichnet, die ihren Ursprung im zu
versorgenden Hauptgefafs (Muttergefaf3) selbst finden. Liegt die Quelle in anderen
Gefdflen, als das zu versorgende, spricht man von Vasa vasorum externa. Diese sind
in den dufderen 2 /3 der Tunica media und in der Tunica externa anzutreffen (HEI-
STAD et al., 1981). Als venose Vasa vasorum bezeichnet man diejenigen Geféfse,
die aus der Arterienwand in die parallel verlaufende Vene einmiinden (GOSSL
et al., 2003). Die einzelnen Typen sind jedoch nicht separat zu betrachten, vielmehr

stehen sie stets untereinander in Verbindung und bilden Anastomosen aus (GOSSL
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et al., 2003). Neben dem Ursprung der Vasa vasorum, wird entsprechend des
Verlaufes der Gefdfle in Vasa vasorum 1. Klasse bzw. 2. Klasse unterschieden.
So laufen Vasa vasorum 1. Klasse longitudinal, zwischen der Adventitia und
Tunica media des Hauptgefdfies, aus dem sie auch urspriinglich entstammen.
Kleinere Aste die von den Vasa vasorum 1. Klasse abgehen und das Hauptgefaf3
zirkuldr umgeben, werden als Vasa vasorum 2. Klasse bezeichnet (KWON et al.,
1998). Grundsitzlich besteht eine dichotome Gefdfiaufzweigung, wie sie auch
im normalen Blutgefafisystem bekannt ist (GOSSL et al., 2003). Entsprechend des
Bedarfs an Sauerstoff erfolgt eine uniforme Aufzweigung in der GefdfSwand. Mit
jeder Verzweigung vermindert sich der innere Gefafddurchmesser bis zur Kapillar-
grofse (MULLIGAN-KEHOE, 2010). Auch die Gefdfiwand der Vasa vasorum selbst
unterliegt einem strukturellen Wandel. Grofiere in der Tunica externa befindliche
Gefédfse (Vasa vasorum externa) zeigen mehrere Lagen glatter Muskelzellen, die sich
beim Eintritt in die Tunica media auf wenige, bis auf schliefSlich nur noch eine Lage
reduzieren (WOLINSKY und GLAGOV, 1967). Ausgestattet mit glatten Muskelzellen,
vermogen es die Vasa vasorum ebenso wie die Arteriolen des Blutgefafisystems
auf vasoaktive Stimuli zu reagieren (WILLIAMS et al., 1988). Die kleinsten Vasa
vasorum werden als endotheliale Kandlchen beschrieben und zeigen den Aufbau
von Kapillaren (WOLINSKY, 1967).

2.3.1.1 Heterogenitat der Vasa vasorum

Die Anzahl der zur Eigenversorgung von Hauptgefdfien dienenden Vasa vasorum
ist, verteilt tiber das Blutgefdfisystem, sehr variabel (GALILI et al., 2004). So ist
grundsétzlich zu sagen, dass ab einer bestimmten Wanddicke die Vasa vasorum fiir
eine addquate Versorgung der Tunica media verantwortlich sind. Dies konnte durch
Studien bewiesen werden, in denen durch Ligatur der adventitiellen Vasa vasorum,
Nekrosen im mittleren Drittel der Tunica media ausgeldst wurden (HEISTAD und
MARCcUS, 1979). Demzufolge ist die zu versorgende Fldache (Vessel Wall Area)
der GefdfSwand und deren Bedarf an Sauerstoff entscheidendes Kriterium fiir die
Ausbildung der Vasa vasorum (BARKER et al., 1993). Peripher gelegene Arterien
(A. femoralis) zeigen im Vergleich zu herznahen Gefidfien (Aorta, Koronararterien)
eine geringere Anzahl an Vasa vasorum. Entsprechend ist auch eine geringere

Dichte an Vasa vasorum in peripheren Gefidfsen zu verzeichnen (GALILI et al., 2004).
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Entwicklung und Ausgestaltung der Vasa vasorum in den Arterienwénden sind
von vielerlei Gegebenheiten abhidngig und dementsprechend heterogen im Organis-
mus verteilt (STEUBESAND, 1959). Art und Verteilung der Gefdffwandbestandteile
(SMC, elastische- und kollagene Fasern), Wandstarke und Gefdfskaliber, intimale
Filtrationsfliche und der Blutdruck bestimmen den Auspriagungsgrad der Vasa
vasorum (STEUBESAND, 1959). Neben diesen morphologischen Aspekten haben
auch Speziesunterschiede (WOLINSKY und GLAGOV, 1967; MCGEACHIE, 1982), Er-
krankungen des Gefdf3systems (z.B. Atherosklerose, Vaskulitis) (KWON et al., 1998;
MORENO et al., 2004; DRINANE et al., 2009), Alter und Geschlecht (LUSZIG und

MAK, 1974) einen Einfluss auf die quantitative Ausbildung der Vasa vasorum.

2.3.1.2 Critical Depth

Neben der unterstiitzenden Versorgung durch Vasa vasorum vollzieht sich die nu-
tritive Versorgung der Arterienwande durch lumenseitige Diffusion. Experimentell
konnte gezeigt werden, dass die Diffusionsleistung aber auf die inneren Schichten
der Arterienwédnde begrenzt ist (WERBER und HEISTAD, 1985). Demgegentiber
sind Vasa vasorum nicht in der Lage, den Blutfluss bis tief in die Tunica media
zu gewihrleisten, da hier der intramurale Druck den vorherrschenden Druck in
den Vasa vasorum {ibersteigt und das Geféafs komprimiert (RITMAN und LERMAN,
2007). Entsprechend dieser Grundlage, unterscheidet man eine vaskuldre und eine
avaskuldre Zone (auch subintimale Media Zone) in der Arterienwand. Beim Pferd
ist die Grenze zwischen vaskuldrer Tunica media und avaskuldrer Tunica interna
nach Gefdflinjektion mit Gelatine, als abrupte Linie zu erkennen (WOODRUFF,
1926). Der Bereich der avaskuldren Zone steigt bei noch wachsenden Tieren mit
dem Alter an und zeigt schliefdlich bei adulten Tieren nur noch leichten Anstieg
entsprechend einer Gewichtszunahme (WOLINSKY und GLAGOV, 1967). Wolinsky
und Glagov (1967) untersuchten die Aortenwand von 12 verschiedenen Spezies
auf deren Gehalt an Vasa vasorum. Besteht die GefaSwand aus weniger als 29
Zelllagen sind keine Vasa vasorum nachweisbar. Bei allen untersuchten Tieren
und auch beim Menschen sind, ab einer Wanddicke von > 29 Zelllagen, Vasa
vasorum nachgewiesen worden. Dickere Gefdfswdnde werden zusatzlich durch
die Perfusion der Vasa vasorum versorgt. Bereits 1951 untersuchte Geiringer

sowohl die Aorten als auch die Koronargefdfie von Menschen und schilderte
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die Abwesenheit von Vasa vasorum im lumenseitigen Bereich der Tunica media.
Er pragte den Begriff , critical depth”. Seine Vermessungen ergaben eine Strecke
von 0,5 mm in der Aorta und 0,35 mm in den Koronararterien, welche durch
lumenseitige Diffusion versorgt werden kann (GEIRINGER, 1951). Uberschritt die
Wanddicke diese , kritische” Grenze wurden auch Vasa vasorum nachgewiesen.
Pathologische Prozesse, wie die Entstehung atherosklerotischer Plaques in den
Gefafswanden, fiihren zur Verdickung dieser (insbesondere der Tunica interna)
und dementsprechend zu einer Uberschreitung des Potentials an lumenseitiger
Diffusion (critical depth). Resultierende Ischdmie im Bereich der intimalen Plaques
fithren zur Neovaskularisation (Sprossung) aus bereits in der Tunica media oder
Tunica externa befindlichen Vasa vasorum, welche die Membrana elastica interna
penetrieren und in den Bereich der Intimaverdickung vordringen (SUBBOTIN,
2012).

2.3.2 Nervi vasorum

Die Innervation der Blutgefafse erfolgt sowohl iiber marklose als auch markhaltige
Nervenfasern, die aus verschiedenen Richtungen an die Gefdfie heranziehen und
sich geflechtartig in der Wand der Gefédfie verzweigen (WOOLLARD und WEDDELL,
1935). Feinste markarme Nervenfasern sind in der Tunica media meist nur kleiner
Arterien zu finden, wohingegen markreichere Fasern im dufleren Bereich der
Tunica externa lokalisiert sind (HAGEN, 1969). Die Art der Verzweigung variiert
zwischen Arterien, Venen und Kapillaren. Michailow beschrieb Jahre zuvor (1908)
drei Nervengeflechte in den Wandungen von Arterien. Ein oberflachliches, aus
marklosen Nervenfasern bestehendes Geflecht in der Tunica externa bezeichnet
er als ,,Adventitialnervergeflecht”. An der Grenze zwischen Tunica externa und
Tunica media beschreibt er ein , Grenznervengeflecht”. Als drittes konnte er Ner-
venfasern in der Muskelschicht (Tunica media) der Arterien darstellen, wobei
deren Ausldufer knopfartig auf den Muskelzellen enden, mit der Bezeichnung
,~Muskelnervengeflecht” (MICHAILOW, 1908). Die Nervenfasern der letztgenannten
beiden Geflechte entspringen aus dem Adventitialnervengeflecht. Einen dhnlichen
dreiteiligen Aufbau der Nervengeflechte um die Arterien beschrieb Duncan 1977
Jahrzehnte spiter. Grof3e, (myelinisierte) primére Nervenfasern liegen aufierhalb
der Adventitia. Mittelgrofie, (nicht myelinisierte) sekundére Fasern dringen tief in
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die Adventitia ein. Einen Plexus bilden kleine (nur mit Schwann-Zellen umgebene)
tertiare Nervenfasern an der Grenze von Adventitia zur Tunica media (DUNCAN,
1977). Neuere Untersuchungen an der menschlichen A. mesenterialis zeigen jedoch,
dass die Nervi vasorum der Arterien zumeist auf die Adventitia beschrankt sind
und aufSerhalb der Membrana elastica externa liegen. Im Gegensatz dazu sind in der
Venenwand die Nervenfasern iiber die gesamte Tunica media verteilt anzutreffen
(BIRCH et al., 2008). Die Innervation der Blutgefdfie erfolgt autonom und die
parallel, perpendikular und schrdg zu den Gefafsen verlaufenden Nervenstrange
beinhalten sympathische und parasympathische Faserqualitdten (SCHENK, 1968;
DUNCAN, 1977). Schenk untersuchte, im Gegensatz zu Birch, die nervale Versor-
gung der Gefdfie diverser Organe von Hund und Katze mit dhnlichem Ergebnis.
Grofiere Arterien des muskuldren Typs haben ein ausgeprégtes perivaskuldres
Nervengeflecht, dass in erster Linie in der Tunica externa anzutreffen ist. Nur
vereinzelt ziehen diinne Nervenfasern in die Tunica media und versiegen hier
nach kurzer Strecke. Bei mittelgrofien und kleinen Arterien konnten sporadisch
Nervenfasern, bis tief in der Tunica media und zum Teil bis an die Membrana
elastica interna heran dargestellt werden. In der Tunica externa von Arteriolen
laufen die Nervenfasern zum Teil isoliert oder bilden einen engmaschigen Plexus.
Hier stehen die Nervenfasen in engem Kontakt zu glatten Muskelzellen oder zu
Perizyten (SCHENK, 1968). Der Abstand der Nervenendigungen zu den glatten
Muskelzellen variiert zwischen Arterien und Venen betrédchtlich. So betragt der
Abstand bei Arterien etwa 2 pym und bei Venen nur 0,05 pm. Grundsétzlich besteht
eine grofie Differenz zur Dichte der Nervi vasorum in Arterien und Venen. Die
Dichte an Nervi vasorum in der Arterienwand betrdgt 41/mm? wohingegen die
der Venen bei 227/mm? liegt (BIRCH et al., 2008). Ein Zusammenhang zwischen
dem inneren Gefafsdurchmesser und der Dichte an Nervi vasorum in der Tunica
externa konnte nicht aufgezeigt werden, jedoch sind regionale Unterschiede in
der Dichte der Nervi vasorum, an verschiedenen Gefiafsabschnitten deutlich zu
erkennen (BLEYS et al., 1996b). Duncan konnte jedoch an diaphysédren Arterien
bei Kaninchen nachweisen, dass eine positive Korrelation zwischen der Grofie des
Gefafles und der Dichte an Nervi vasorum besteht (DUNCAN, 1977). Untersuchun-
gen zur Abhdngigkeit des Alters und der Auspragung an Nervi vasorum zeigten,
dass mit zunehmendem Alter die Dichte der Nervi vasorum in den Gefdfiwédnden
reduziert wird (BLEYS et al., 1996a). Neben den Nervenfasern sind auch weitere
sensible Endapparate der Gefifiwéande beschrieben worden. So ist die Anwesenheit
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von Vater-Pacinischen Korperchen in der Adventitia diverser Gefdfse des Menschen
und bei verschiedenen Sdugetierarten nachgewiesen worden (RACHMANOW, 1901;
WOOLLARD und WEDDELL, 1935).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Fiir die histomorphologische und ultrastrukturelle Untersuchung klinisch relevan-
ter Blutgefafie beim Pferd wurden Blutgefdfiabschnitte von insgesamt 35 Tieren
entnommen. Eine Ubersicht der untersuchten Tiere ist in Tabelle 3.1 dargestellt.
Der Haupanteil der Tiere (n=23) stammte von einem privaten Rossschldchter
aus Genthin. Ebenfalls von privaten Schlachtunternehmen aus Prenzlau und
Heinsdorf standen 3 bzw. 5 Pferde zur Verfiigung. Im Rahmen der anatomischen
Situsseminare des Institutes fiir Veterindr Anatomie konnten Proben von weiteren
4 Tieren fiir die Untersuchungen genommen werden. Alter, Geschlecht, Rasse und
Gewicht wurden den Equidenpéssen entnommen. Grund fiir die Schlachtung bzw.
Euthanasie der einzelnen Pferde waren zum tiberwiegenden Teil Fleischgewinnung
(85,7%), daneben chronische Erkrankungen des Respirationstraktes (8,6%) sowie
des Bewegungsapparates (5,7%).

Es wurden bei allen Pferden die medial gelegene A. digitalis palmaris com. II der
distalen linken oder rechten Vordergliedmafse entnommen. Um eine exakt replizier-
bare Probengewinnung bei jedem Pferd zu gewéhrleisten, wurde die A. digitalis
palmaris com. II in ihrem distalen Verlauf an folgenden Stellen freiprapariert und
entnommen: zundchst wurde die Haut mit einem Skalpell durchtrennt und das
subcutane Fettgewebe entfernt. Die Zielstruktur wurde mit zwei chirurgischen
Pinzetten stumpf freiprépariert, um ein Anschneiden des Gefédfses zu vermeiden
und die spéater zu untersuchende Gefafiwand zu schonen. Nach Sichtbarwerden
der A. digitalis palmaris com. II orientierte man sich am Caput des Os metacapale II
(mediales Griffelbeinknopfchen) und durchtrennte das Gefafd 4 cm proximal dieser
Struktur. Eine Lange von 1-1,5 cm der Geféafsringsegmente sollte gewéhrleisten,

33



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 3.1 Untersuchungspool (n=35), WB-Warmbliiter; KB-Kaltbliiter, COB- Chronisch
obstruktive Bronchitis, m- ménnlich, m(k)- ménnlich (kastriert), w- weiblich

Pferd Nr. | Alter in Jahren | Geschlecht | Masse | Typ/Besonderheit
1 16 w 480 Kg | WB/COB

2 15 m(k) 450 Kg | WB/COB

3 4 w 300 Kg | WB/COB

4 3 m 300 Kg | WB

5 5 w 350 Kg | WB/Equines Sarkoid
6 17 w 550 Kg | WB/Springpferd
7 14 w 700 Kg | WB/Lahmbheit

8 24 m 550 Kg | WB/ Altersschwéche
9 2 m 400Kg | WB

10 20 m 550 Kg | WB

11 17 w 450 Kg | WB/Hufrehe

12 12 w 500 Kg | WB

13 8 w 450 Kg | WB

14 14 m 550 Kg | WB

15 1 w 300 Kg | KB

16 1 w 300 Kg | KB

17 1 w 330 Kg | KB

18 18 w 170 Kg | Pony

19 21 w 200 Kg | Pony

20 14 w 350 Kg | WB

21 19 w 300 Kg | WB

22 20 m(k) 350 Kg | WB

23 23 w 400 Kg | WB

24 12 w 400 Kg | WB

25 2 m 430 Kg | WB

26 12 w 420 Kg | WB

27 14 w 540 Kg | WB

28 6 w 300 Kg | WB

29 6 w 300 Kg | WB

30 1 w 200 Kg | WB

31 6 w 350 Kg | WB

32 7 w 400 Kg | WB

33 21 w 450 Kg | WB

34 7 w 130 Kg | Pony

35 13 w 250 Kg | Pony
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dass die Fixierlosung (4% Formaldehyd) schnell in alle Bereiche des entnommenen
Gewebes diffundiert und Gewebsveranderungen oder autolytischen Prozesse
minimiert werden. Die Entnahme der A. digitalis palmaris med. erfolgte auf gleiche
Weise. Als orientierende Strukturen dienten jedoch nun die gut palpierbaren Ossa
sesamoidea proximalia (Sesama bina) als obere und die Tuberositas flexoria der
medialen Phalanx als untere Grenze. Der Mittelpunkt zwischen diesen Grenzlinien
befindet sich in der Mitte der Fesselbeuge, was auch die Entnahmestelle darstellte.
Die Praparation und Entnahme der A. dorsalis phalangis med. (dorsale Kronbein-
arterie) erwies sich als schwierigste Aufgabe. Sie stellt die Anastomose zwischen
der medialen resp. lateralen Zehenendarterien (A.digitalis palmaris med. resp.
lat.) dar. Die Kronbeinarterie verlduft zuerst an der Innenfldche des Hufknorpels,
zieht dann schrag dorsoproximal, unterkreuzt die Strecksehne und anastomosiert
mit dem entsprechenden Gefafd der Gegenseite. Entnahmeort war der Bereich auf
Hohe des Hufknorpels. Zum besseren Verstandnis und bildlicher Darstellung der
Entnahmeorte wurde bei einem Pferd postmortal Bariumsulfat in die zuvor freipra-

parierte A. digitalis palmaris com. Il injiziert und Rontgenaufnahmen angefertigt
(Abb. 3.1).

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung der Endothelzellen wurden
zusatzlich GefafSproben aus der Vena jugularis und den distalen Arterien von
3 Tieren entnommen. Fiir die Vena jugularis galt die Ubergangsstelle vom oberen

zum mittleren Drittel des Halses als Ort der Entnahme.

3.1.1 Probengewinnung am Schlachthof

Ziel bei der Probengewinnung war es, die Blutgefafie so schnell als moglich in
eine Fixierlosung zu tiberfithren, um mogliche postmortale Verdnderungen zu
vermeiden. Die Pferde wurden mit dem Bolzenschuss betdaubt und unverziiglich
mit einem Schnitt durch beide Halsschlagadern ausgeblutet. Anschlieflend wurden
die Vorderextremitdten im Carpalgelenk abgesetzt und zur Verfiigung gestellt.
Somit wurde gewdhrleistet, dass zwischen dem Eintritt des Todes und der Prépara-
tion der Gefdfle mit sofortiger Fixierung in 4 % Formaldehyd, weniger als 10 min

vergingen.
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Abbildung 3.1 Rontgenbild der Zehe eines Pferdes (Tier stammt nicht aus Untersuchungs-
pool, Alter 6 Jahre, Warmblut), Linke Vordergliedmafe, laterolateraler Strahlengang;
postmortale Kontrastmittelaufnahme mit Bariumsulfat zur Darstellung der mittleren
und distalen Entnahmestellen, Pfeil kurz- Entnahmestelle der A. digitalis palmaris med.;

Pfeil lang- Entnahmestelle der A. dorsalis phalangis med.

3.1.2 Probengewinnung am Institut flir Veterinaranatomie

Im Unterschied zum Schlachthof wurden die Tiere im Institut fiir Veterindranatomie
der Freien Universitdt Berlin durch eine intravendse Applikation von Xylazin und
Ketamin in tiefe Narkose versetzt und anschliefsend ausgeblutet. Die Praparation
der Blutgefafe erfolgte auch hier, analog dem in Paragraph 3.1.1 erlduterten Schema,
nach Eintritt des Todes.
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3.2 Methoden

3.2.1 Lichtmikroskopie

Zur lichtmikroskopischen Untersuchung wurden die 1-1,5 cm langen Geféafiringseg-
mente, in 4% Formaldehyd fiir 1-2 Wochen, fixiert. Die anschliefende Entwésserung
der Priparate erfolgte durch Uberfiihren in eine aufsteigende Alkoholreihe (50-
70-90-100 Prozent). Die nun entwésserten Gewebestiicke wurden in fliissigem
Paraffin eingebettet und manuell in Ausgiefischélchen tiberfiihrt, in denen sie bei
4°C aushirteten und zunéchst gelagert wurden. Nach Aushértung des Paraffins
konnten transversale Serienschnitte mittels eines Schlittenmikrotoms (Fa. Reichert-
Jung, Heidelberg) angefertigt werden. Die angefertigten Schnitte wurden auf
Objekttrager tiberfiihrt. Die Schnittdicke betrug 8 pm. Fiir die folgenden histologi-
schen Farbemethoden wurden die Schnitte zundchst mit Xylol entparaffiniert, tiber
eine absteigende Alkoholreihe in Aqua. dest verbracht und entsprechend gefirbt.
Nach den verschiedenen Farbungen erfolgte erneut eine Entwésserung tiber eine
aufsteigende Alkoholreihe, Klarung in Xylol und Eindeckelung mit Eukitt. Fiir die
lichtmikroskopische Untersuchung wurden von jedem in Kap. 3.1 aufgefiihrten
Gefidf3 25 Objekttrager mit jeweils 3 Schnitten angefertigt. Von diesen 75 Schnitten
wurden jeweils 20x HE Farbungen, 20x RFK und 20x Farbungen nach Volkmann-
Strauf erstellt. Fiir die Markierung mit SMA (Smooth muscle Aktin) standen jeweils
15 Schnitte zur Verfiigung. Fiir die histomorphologische Untersuchung standen
somit pro Pferd 225 histologische Schnitte fiir die Auswertung zur Verfiigung. Bei
einem Untersuchungspool von 35 Pferden wurden insgesamt 7875 Schnittpraparate

histomorphologisch betrachtet.

3.2.1.1 Histologische Farbemethoden

Sowohl fiir die quantitativen als auch fiir die qualitativen Messungen wurden vier
histologische Farbemethoden verwendet. Zur Darstellung sehr feiner elastischer
Fasern in den Gefdfswanden wurden, mit Hilfe des Softwareprogramms NIS-

Elements AR 3.2., die Farbtone der histologischen Schnittpraparate invertiert. Diese
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Bilder sind jeweils als invertierte Bilder gekennzeichnet und stellen keine separate
histologische Farbemethode dar.

3.2.1.1.1 Hamatoxylin und Eosin (HE) Diese standardisierte und wichtigste
Farbung in der Histologie dient der differenzierten Darstellung von basophilen
und azidophilen Zellbestandteilen (MULISCH und WELSCH, 2010). Zellkerne,
ribosomale Nukleinsduren und Knorpelgrundsubstanz stellen sich dunkelblau
dar und heben sich somit von den rot gefarbten Kollagenfasern, Erythrozyten
und dem Zytoplasma deutlich ab (Abb. 3.3). Zundchst werden die Schnitte mit
Xylol entparaffiniert und werden anschliefsend in eine absteigende Alkoholreihe
tiberfiihrt. Danach erfolgt die Farbung in Hamatoxylin-Losung fiir etwa 10 min,
bevor die Schnitte zum Blduen in Leitungswasser tiberfithrt werden. Anschlieflend
werden die Objekttréger in 0,5% Eosin fiir ca. 1 min. versetzt. Nun erfolgt die
Entwésserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Vor dem Eindeckeln mit Eukitt
werden die Schnitte in Xylol geklart.

3.2.1.1.2 Resorcin-Fuchsin-Kernechtrot (RFK) Zur selektiven Darstellung der
elastischen Fasern wurde die RFK-Farbung nach Weigert verwendet. Unter dem
Lichtmikroskop erscheinen Muskelfasern gelb, Kollagenfasern rot und elastische
Fasern tiefbraun bis schwarz (MULISCH und WELSCH, 2010); (Abb. 3.3).

3.2.1.1.3 Elastin-, Muskulatur-, und Kollagen-Farbung nach Volkmann-StrauB3
Diese Farbemethode wurde 1934 von R.v. Volkmann und F. Strauf$ in der ,,Zeit-
schrift fiir wissenschaftliche Mikroskopie und mikroskopische Technik“beschrieben.
Da zur besseren Sichtbarmachung der elastischen Fasern das urspriingliche Farbe-
verfahren in der vorliegenden Arbeit modifiziert wurde, soll das Prozedere hier
ausfiihrlich dargestellt werden (Tab. 3.3).

Bei dieser Variante stellen sich die Zellkerne und die Muskulatur rotviolett, die elas-
tischen Fasern schwarz-blau-violett und die kollagenen Fasern griin dar (Abb. 3.3).
Die elastischen Fasern sind im Gegensatz zur RFK-Farbung nach Weigert wesent-

lich deutlicher zu erkennen. Daher wurde fiir die quantitative Bestimmung der

38



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 3.2 Farbeprotokoll: Farbung Resorcin-Fuchsin-Kernechtrot

Verwendete Substanz Dauer

1. Entparaffinieren in Xylol 20 min.

2. Ethanol 100% 1 min.

3. Ethanol 96% 1 min.

4. Ethanol 80% 1 min.

5. Resorcin-Fuchsin 15 min.

6. Leitungswasser 1 min.

7. Aqua dest. 1 min.

8. Eisenhdmatoxilin Weigert 2-3 min.

9. Leitungswasser 10 min.

10. Pikrinsaure-Thiazinrot 5 min.

11. Aqua dest. 3 sek.

12. Ethanol 96% 30 sek.

13. Ethanol 96% 30 sek.

14. Ethanol 100% 30 sek.

15. Xylol max. 30 min.
16. Eukitt Eindeckeln

elastischen Fasern in der Tunica media ausschliefSlich die Farbung nach Volkmann-

Straufs verwendet.

3.2.1.1.4 Smooth Muscle Actin Zur separaten Darstellung glatter Muskelzellen
verwendete ich den Nachweis von Smooth Muscle Aktin. Bei diesem Verfahren
wird glattmuskuldres Aktin in den Gefafiwéanden sichtbar gemacht. Glattmus-
kuldres Aktin wird ebenso in Myofibroblasten und Myoepithelzellen exprimiert.
Die glatten Muskelzellen stellen sich braun dar (Abb. 3.2). Smooth Muscle Aktin
Antikorper dienen neben der Detektierung der Vasa vasorum in der Tunica externa
auch der Sichtbarmachung glatter Muskelzellen und Myofibroblasten in der Tunica
interna (falls vorhanden). Vasa vasorum in der Tunica media lassen sich mit diesem
Verfahren nur bedingt darstellen, da die umliegenden glatten Muskelzellen der
Tunica media ebenfalls durch die Antigen-Antikorper-Reaktion sichtbar gemacht
werden. Die in Tab. 3.4 unter Nr. 3 aufgefiihrte Antigendemaskierung soll kurz
erldutert werden. Smooth Muscle Aktin ist ein hochmolekulares Protein welches

mit spezifischen Epitopen (determinante Gruppen auf Antigenen) Bindungen
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Tabelle 3.3 Farbeprotokoll: Volkmann-Straufs (modifiziert)

Arbeitsanleitung/Substanzen Dauer

1. Entparaffinieren in Xylol 20 min.

2. Entwisserung bis 80% Ethanol 1 min.

3. Resorcin-Gentianviolett 1-12h

4. Spiilen in Leitungswasser 1 min.

5. Differenzierung in 70% Alkohol 1 min.

6. Spiilen in Leitungswasser 1 min.

7. Azokarmin G bei 60-65°C 15-30 min.
8. Abkiihlen bei Raumtemperatur 10 min.

9. Spiilen in Aqua dest. 1 min.

10. Differenzierung in 90% Anilin-Alkohol 10 min.
11. Waschen in Essigsdure-Alkohol 1 min.

12. Beizen in 5% waéssriger Losung (einmal Losung wechseln) 1h

13. Spiilen in Aqua dest. 1 min.

14. Naphtolgriin B 15-30 min.
15. Spiilen in Aqua dest. 1 min.

16. Aufsteigende Alkoholreihe je 1 min.
17. Xylol 1 min.

18. Eukitt Eindeckeln

eingeht und somit eine Antigen-Antikdrper-Reaktion ausgelost wird. Als Anti-

gendemaskierung beschreibt man den Vorgang, diese Epitope auf dem Antigen

fir die Antikorper besser zugédnglich zu machen. In der vorliegenden Arbeit

erfolgte die Demaskierung durch eine 30-miniitige Inkubation der histologischen
Schnitte in einem 95°C Wasserbad einer 0,01M Citratpufferlosung (ph=6,1). Bei der
Durchfithrung wurden folgende Antikorper verwendet: Primédrantikdrper: MaH
SMA (Mouse anti human Smooth Muscle Actin, AbDserotec MCA 1905H ready-to-
use), (MCA-Monoclonal Antibody 1905H); Kontroll Isotyp: Maus-IgG2a, DAKO
X0943, Lot. 00075486); Sekundarantikorper: DoaM-IgG-HRP (Donkey anti Mouse-
IgG- horseradish peroxidase, Linaris ZMH2162) zur Sichtbarmachung des Priméren

Antikorpers Die vollstandige Arbeitsanweisung ist in Tab. 3.4 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.2 Tunica media und Tunica externa der A. dorsalis phalangis med.,Pferd
Nr. 1; Markierung durch Smooth Muscle Aktin; Selektive Darstellung von glatten
Muskelzellen (dunkelbraun) in der Tunica externa, M- Tunica media, E- Tunica externa,

Stern- Membrana elastica interna, Pfeile- Vasa vasorum in der Tunica externa

Abbildung 3.3 Gefifiquerschnitte der A. dorsalis phalangis med.,Pferd Nr. 32; Ubersicht
der drei verwendeten Farbemethoden, Balken: Imm; a) HE-Hdamatoxylin und Eosin; b)
RFK-Resorcin-Fuchsin-Kernechtrot; ¢) VS-Volkmann-Strauf$ (modifiziert)

3.2.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung dienten ebenfalls Gefafiringseg-
mende der in 3.1 bereits beschriebenen Geféafe. Jedoch beschrénkte sich die Grofie
der einzelnen Fragmente auf 1x1x1 mm Gewebematerial. Die Proben wurden
mehrere Tage in ein Fixationsgemisch nach Karnovsky gebracht (Stammldsung;:
2,5% Glutaraldehyd (Fa. Roth); 3% Paraformaldehyd (Fa. Merck), ph7,4) und

immersionsfixiert. Fiir die ultrastrukturelle Untersuchung wurden von 3 Pferden
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Tabelle 3.4 Arbeitsanleitung zum Nachweis von Smooth Muscle Aktin

21. Entwiésserung; Schnitte Eindecken mit Roti-Histol

Arbeitsanleitung/Substanzen Dauer

1. Entparaffinieren in Xylol und Einwéssern in absteigender | 20 min.
Alkoholreihe

2. Spiilung in 0,01M Citratpuffer ph6,1 5 min.

3. Antigendemaskierung

4. Kiivetten mit OT in heiflem Puffer abkiihlen lassen 15 min.

5. Kivetten in kaltes Wasserbad 10 min.

6. Spiilen in TBS 2x15 min.
7. Aufbewahrung der Schnitte in TBS im Kiihlschrank 3,5-4h

8. Spiilen in TBS und Tween 20 3 min.

9. Vorinkubation: 3% BSA in Puffer A 20 min.
10. MaH MCA 1905H 1/30 verdiinnt in Inkubationspuffer A | iiber Nacht 4°C
11. 1. Kontrolle: Maus-IG2a 1/50 verdiinnt bzw. 1/100 in | tiber Nacht 4°C
Puffer A

12. Spiilung in TBS 3x3 min.
13. Peroxidase-Block in 3% Wasserstoffperoxid in TBS 20 min.

14. Spiilung in TBS 2x5 min.
15. DoaMIgG-HRP 1/50 in Inkubationspuffer A 35 min.

16. Spiilung in TBS 2x5 min.
17. Spiilung in TBS 2x5 min.
18. HRP-Nachweis mit DAB (Diaminobenzidine) ca. 10 min.
19. Spiilung in PBS 2x3 min.
20. Gegenfarbung: 1 min. in Himalaun n. Mayer 5 min.

jeweils 5 Gefdfiproben der distalen Arterien und 5 GefafSproben von der V. jugularis

fiir die Auswertung bearbeitet. Entsprechend standen je Pferd 20 Ultradiinnschnitte

zur Verfiigung. Bei 3 einem Untersuchungspool von 3 Pferden wurden somit 60

Schnittpraparate der ultrastrukturellen Analyse unterzogen.

3.2.2.1 Einbettung in Kunststoff

Vor der Weiterbearbeitung wurden die in Karnovsky Losung befindlichen Ge-

webeproben in 0,1 molarem Cacodylatpuffer (Substanz: Cacodylsdurenatrium-

salz; Fa. Roth, 3x10 Min. gespiilt. AnschliefSend folgte die Nachfixierung und

Kontrastierung in einer 1%igen cacodylatgepufferten Osmiumtetroxidlosung (Fa.
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Chempur, Best.Nr. 006051) fiir mindestens 4 Stunden. Darauf folgte eine 4x10
Min. Spiilung in Cacodylatpuffer und anschlieffende Entwésserung in einer auf-
steigenden Alkoholreihe (Fa. Roth). Als Intermedium diente nun Propylenoxid
(1,2 Epoxypropan) in dem die Proben 2x10 Min. verweilten. Danach wurden die
Proben fiir mindestens 4 Stunden in ein Propylenoxid / Agargemisch im Verhaltnis
1:1 verbracht und letztendlich in ein reines Agargemisch (Agar 100, Fa. Agar
Scientific) tiberfiihrt. Die Polymerisation des Agars erfolgte in 2 Schritten im
Polymerisationsofen bei zundchst 45°C und anschliefiend bei 50°C jeweils fiir
24 Stunden. Die Einbettung in Kunststoff ist Voraussetzung fiir das Erstellen
von Semidiinnschnitten am Ultramikrotom. Ziel ist es dem Objekt (Gewebe) eine
schneidfdhige Konsistenz zu geben. Paraffin als Einbettungsmedium, wie es bei
lichtmikroskopischen Schnittprdparaten tiblich ist, wére als Medium zu weich und

somit ungeeignet.

3.2.2.2 Semidinnschnitte

Von den eingebetteten Gefafsfragmenten wurden am Ultramikrotom mit einem
Glasmesser 0,5 ym dicke Semidiinnschnitte angefertigt und auf Objekttrager
aufgezogen. Nach kurzer Trocknung der Objekttrdager auf einer Warmeplatte
erfolgte die Farbung mit einer 1%igen Methylenblau-Azur-II-Lésung nach Richard-
son (MULISCH und WELSCH, 2010). Die Semidiinnschnitte dienten der gezielten
Suche ausgewihlter Gewebsareale fiir die ultrastrukturelle Untersuchung am
Elektronenmikroskop.

3.2.2.3 Ultradiinnschnitte und Kontrastierung

Die Anfertigung der 50-80 nm dicken Ultradiinnschnitte erfolgte mit Hilfe der
Diamantmesser Histo-Diatome (Fa. Science Services GmbH) und des Ultrami-
krotoms Ultracut E (Fa. Reichert-Jung, Wien). Die Ultradiinnschnitte wurden auf
Nickelgrids (Fa. Plano) aufgezogen. Da die Ultradiinnschnitte bei Verwendung
von trockenen Messern daran haften wiirden, wird um das Glasmesser ein Fliis-
sigkeitstrog montiert. Der Trog wird mit Wasser geftillt, sodass die Fliissigkeit

die Messerschneide benetzt. Somit konnen die Ultradiinnschnitte direkt auf die
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Wasseroberfliche aufschwimmen und anschliefSend von dieser direkt auf den Tra-
gernetzen (Nickelgrids) aufgenommen werden. Die anschliefiende Kontrastierung
der Proben erfolgte mit Uranylazetat und Bleizitrat jeweils fiir 10 min.

3.2.2.4 Transmissionselektronmikroskopische Auswertung und
Dokumentation

Die Untersuchung der Ultradiinnschnitte erfolgte am Transmissionselektronmikro-
skops EM 109 (Fa. Zeiss). Auswertung und Bearbeitung der fertigen Bilder wurden
mit Hilfe des Adope Fotoshop (Version CS5, Unterschleisheim, Deutschland)
durchgefiihrt.

3.2.3 Morphometrie
3.2.3.1 Morphometrische Analyse lichtmikroskopischer Praparate

Die gefdarbten Schnitte wurden unter einem Lichtmikroskop (Axioskop HBO
50/ AC) betrachtet. Uber eine am Lichtmikroskop installierte Kamera (Nikon DS-
Ril) konnten ausgewdhlte Strukturen zundchst abfotografiert und anschliefiend an
einen Rechner (DELL Precision T3500) tibermittelt werden. Das Softwareprogramm
NIS-Elements AR 3.2. wurde zur Analyse der lichtmikroskopischen Schnittprapa-

rate verwendet.

Folgende Parameter wurden bestimmt und sowohl qualitativen als auch quantita-
tiven Analysen unterzogen. Zunéchst wurde der Gefafiinnendurchmesser (Lumen)
bestimmt. Es wurden 4 Messwerte je Schnitt ermittelt, indem die Horizontale,
die Vertikale und die jeweiligen Winkelhalbierenden bei 2,5 facher Vergrofierung
markiert wurden (Abb. 3.4 (a)). Der Mittelwert dieser Daten ergab den Gefafsinnen-
durchmesser. Somit konnte sichergestellt werden, dass das Messverfahren von allen
weiteren im Laufe der Arbeit erhobenen Messungen dieses Parameters einheitlich
und replizierbar war. Zusitzlich wurden die Starken der Tunica interna und der Tu-
nica media (Abb. 3.4 (b)) vermessen. Um die Starke der Tunica interna zu ermitteln,

wurden 8 Messungen an verschieden definierten Stellen des GefafSquerschnittes
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durchgefiihrt und der Mittelwert bestimmt. Die definierten Stellen ergaben sich
aus den Schnittstellen der Vertikalen, Horizontalen und deren Winkelhalbierenden
mit der Tunica interna. Es wurden ausschliefilich die Stellen vermessen, die keine
sichtbaren Abweichungen in Form von Intimapolstern aufwiesen. Abweichungen
dieser Art wurden notiert und im spéteren Verlauf der Arbeit vermessen und

weiter untersucht. Analog der Intima erfolgte die Vermessung der Tunica media.

Abbildung 3.4 Gefaf3querschnitte der A. dorsalis phalangis med. Pferd Nr. 32; Farbung
nach Volkmann-Strauf3, a) Vermessung des Lumendiameters, schwarze Linien- Hori-
zontale, Vertikale und jeweilige Winkelhalbierende als Messgrofie, Balken: 1 mm; b)
Vermessung der Wanddicke (Tunica media), schwarze Linien- 8 separate Messungen
stets auf Hohe der Horizontalen, Vertikalen und deren Winkelhalbierenden, Balken: 1

mm

Den Anteil an Nervi und Vasa vasorum in der GefdSwand wurde bei 10-20 facher
Vergrofierung manuell ausgezahlt. Um Aufschluss tiber den Anteil an Nervi und
Vasa vasorum an der Gefaflwand zu erlangen, wurde der Flachenanteil sowohl der

Nervi und Vasa vasorum als auch der Tunica media und Tunica externa bestimmt.

Um die morphologische Untersuchung der Blutgefafie zu vervollstdndigen, schloss
sich die Quantifizierung der extrazellularen Matrix an. Der prozentuale Anteil an
glatten Muskelzellen, elastischen und kollagenen Fasern in der Tunica media wurde
bestimmt und vergleichenden Analysen unterzogen. Fiir die quantitative Bestim-
mung der extrazelluldren Matrix wurden mit Hilfe des Softwareprogramms NIS-
Elements AR 3.2. fiir jedes Schnittprdparat individuell Farbschwellen detektiert.
Im Softwareprogramm wurden Areale mit identischer Farbschwelle markiert und
deren Flache bestimmt. Dieses Vorgehen wurde ja Schnittpraparat an 10 verschie-
denen Stellen der Tunica media (40x Vergr.) durchgefiihrt. Das arithmetische Mittel
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Abbildung 3.5 Gefa3querschnitte der A. dorsalis phalangis med. Pferd Nr. 32; Farbung
nach Volkmann-Strauf3, a) Bestimmung der Fldche der Tunica media, duflere griine Linie-
Flache Tunica media und Lumenfldche zusammen, innere griine Linie- Lumenfldche;
zur Flachenbestimmung wurde die Lumenfldche von der Gesamtflache (Flache Tunica
media + Lumenfldche) subtrahiert, Balken: 1 mm; b) Bestimmung der Flache der Tunica
externa, duflere griine Linie- Gesamtflache des Gefaf3querschnitts (beinhaltet Flache
Lumen + Flache Tunica media + Flache Tunica externa), innere griine Linie- Flache
Tunica media und Lumenfldche zusammen; zur Flichenbestimmung wurde die Flache

(Tunica media + Lumenfldche) von der Gesamtfldche subtrahiert, Balken: 1 mm

aus den 10 Messungen je Schnittprdparat wurde bestimmt und als prozentuale
Verteilung der entsprechend untersuchten Komponente angegeben (Abb. 3.6).

Abbildung 3.6 Ausschnitt aus der Tunica media der A. dorsalis phalangis med. Pferd
Nr. 32; Farbung nach Volkmann-Straufs, Ausschnitt aus Tunica media, 40x Vergr.;
Farbschwellenerkennung zur Bestimmung der Verteilung von a) SMC, b) kollagene

Fasern, c) elastische Fasern

3.2.4 Statistik

Die Rohdaten wurden aus der Morphometrie-Software Nikon NIS Elements in
das statistische Datenverarbeitungsprogramm SPSS (PASW Statistik 21, Predictive
Analytic Software, IBM) tiberfiihrt.
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Hier wurden die Daten zunéchst in geeignete Gruppen (Alter; Korpermasse;
Geschlecht; Rasse) eingeteilt und anschlieffend mit Hilfe nichtparametrischer Tests

miteinander verglichen.

Der Priifung der Varianzen mit Hilfe der ein- bis mehrfaktoriellen ANOVA, folgte
der Vergleich der verschiedenen Gruppen mittels Post Hoc und Sheffe.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 diente der Feststellung von signifikan-
ten Unterschieden.

Um Korrelationen zwischen den einzelnen Gruppen zu erkennen, wurden die

Korrelationskoeffizienten nach Sperman-Rho und Pearson berechnet.

a7



4 Ergebnisse

4.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen der
distalen Arterien

In dieser Arbeit wurden Arterien der distalen Schultergliedmafie von Pferden
(n=35) unterschiedlichen Alters, Geschlechts und Gewichts im proximo-distalen
Verlauf untersucht und miteinander verglichen. Hierbei entspricht Gefafs 1 (G1)
der proximalsten (A. palmaris com. II) und Gefafs 3 (G3) der distalsten (A. dorsalis
phalangis med.) Entnahmestelle. Gefafs 2 (G2) entspricht der A. digitalis dorsalis
med., welche sich im Verlauf zwischen G1 und G3 befindet. Die Pferde wurden
sowohl in unterschiedliche Altersklassen (AK) AK 1 (n=14, 0-7 Jahre); AK 2 (n=11,
8-16 Jahre); AK 3 (n=10, 17-24 Jahre) als auch Gewichtsklassen (GK) GK 1 (n=4,
100-200 Kg); GK 2 (n=16, 201-400 Kg); GK 3 (n=15, 401-700 Kg) unterteilt. Da
tiber den Aktivitdtsgrad (Sportpferd, Hobbyhaltung) der meisten Pferde keine
genauen Angaben bekannt waren, konnten hier keine separaten Gruppen erstellt

und miteinander verglichen werden.

4.1.1 Qualitative Beschreibung

Bei allen untersuchten Schnittprédparaten waren die einzelnen Wandschichten gut
voneinander abgrenzbar, die Wandbestandteile gut differenzierbar und Vasa — und
Nervi vasorum deutlich zu erkennen. Die lichtmikroskopische Untersuchung zeigte
bei keinem der untersuchten Pferde wesentliche qualitative Auffilligkeiten. G1-G3
zeigen die allgemeinen Charakteristika von muskuldren Arterien. Eine diinne

Tunica interna, bestehend aus Endothel, Stratum subendotheliale und Membrana

48



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

elastica interna, bildet die innere Abgrenzung zum Lumen des Geféfies. Die Mem-
brana elastica interna der distalen Arterien erscheint bei der lichtmikroskopischen
Untersuchung stets kontinuierlich, jedoch sind bei der elektronenmikroskopischen
Betrachtung diskontinuierliche Bereiche erkennbar.

Die Zellkerne der Endothelzellen sind je nach Anschnitt als ovale bis rundliche
Strukturen deutlich erkennbar. Das Stratum subendotheliale besteht vorwiegend
aus Interzellularsubstanz, Fibrozyten und elastischen Fasern. Es konnten keine
glatten Muskelzellen im Stratum subendotheliale bei der unverdanderten Tunica
interna nachgewiesen werden. Es sei an dieser Stelle bereits darauf hingewiesen,
dass Besonderheiten wie Intimaverdickungen oder Intimapolster in Kapitel 4.1.2.2
ndher erldutert werden. Die Abgrenzung zwischen Stratum subendotheliale und
Tunica media bildet die in allen Schnitten sehr deutliche und z.T. mehrlagige
Membrana elastica interna (Abb. 4.1).

Die Tunica media représentiert bei allen Gefdfien die starkste Schicht und besteht
tiberwiegend aus glatten Muskelzellen und wenigen kollagenen und elastischen
Fasern. Die elastischen Fasern liegen im fixierten Zustand des Geféfies als wel-
lenformig gestauchte Strukturen vor, welche das Gefafs zirkuldr umgeben. Das
Netzwerk der elastischen Fasern besteht aus unterschiedlich dicken Fasern, welche
untereinander durch Querverbindungen in Kontakt stehen und sowohl zirkular
als auch parallel und rechtwinklig zum Lumen (perpendikular) in der Gefafiwand
verlaufen (Abb. 4.2).

Die glatten Muskelzellen der Tunica media verlaufen zumeist zirkuldar um das
Gefafs herum und zeigen zum Teil einen gewundenen Zellkern. An einigen Stellen
konnten jedoch Abweichungen festgestellt werden. So ist erkennbar, dass sich
sowohl auf der gegeniiberliegenden Seite von Gefdflabzweigungen (Abb. 4.3),
als auch im Bereich des Gefdflabgangs selbst (Abb. 4.4), die Verlaufsrichtung der
glatten Muskelzellen d@ndert. Die glatten Muskelzellen werden in diesen Bereichen
nicht wie tiblich im Langsschnitt, sondern im Querschnitt angetroffen, so dass von

einer longitudinalen Ausrichtung ausgegangen werden kann.

Im mittleren und dufseren Drittel der Tunica media sind regelméfiig Vasa vasorum
anzutreffen. Zumeist sind die Vasa vasorum im Querschnitt angeschnitten, nur sel-

ten und dann am Ubergang zur Tunica externa sind sie im Langsschnitt erkennbar.
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Abbildung 4.1 Ausschnitt aus der Tunica media und Tunica interna, mehrlagige Membrana
elastica interna 20x Vergr., a) Pferd Nr. 20, Gefaf3 1 (Volkmann Strauf3, invertiert), b) Pferd
Nr. 15, Gefafs 3 (Volkmann Strauf3, invertiert), c)+d) Pferd Nr. 15, Gefafs 1 Volkmann
Strauf8 (d) invertiert) M- Tunica media, L- Lumen, Sternchen (rot)- doppelte Membrana

elastica interna

50



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

oA

K& Y o

g AL PP

|
e
/TR

ol

Abbildung 4.2 Ausschnitt aus der Tunica media und Tunica interna, Elastische Fasern in
der Tunica media, Pferd Nr. 11 Gefafs 2, Volkmann Strauf$ (invertiert), MEI- Membrana
elastica interna, L- Lumen, I-Tunica interna, Pfeil- rechtwinklig zum Lumen verlaufende
Fasern, Doppelpfeil- schriag verlaufende Fasern, Stern- parallel zum Lumen verlaufende

Fasern)
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Abbildung 4.3 Gefafiquerschnitt der A. digitalis palmaris communis II mit beginnenden

Gefaflabgang, a) Pferd Nr. 9, Gefafs 1, Volkmann Strauf3, 10x Vergr., M- Tunica media,

E- Tunica externa, N- N. palmaris med.; Stern- Gefdflabgang, Pfeil- Gegeniiberliegende

Seite, Insert siehe (b) b) Verlauf glatter Muskelzellen, 20 x Vergr., Pfeile schwarz-

longitudinal verlaufende glatte Muskelzellen, Pfeile weif3- zirkulédr verlaufende glatte
Muskelzellen, Pfeilspitze- Membrana elastica interna

Abbildung 4.4 Gefafsquerschnitt, a) Verlauf glatter Muskelzellen im Bereich des beginnen-
den Gefdfiabgangs Pferd Nr. 7, Gefafs 1, Volkmann Straufs, 10x Vergr., L- Lumen, M-
Tunica media, E- Tunica externa, Stern- Bereich der longitudinal zum Lumen verlaufen-
den glatten Muskelzellen; Insert siehe b); b) 40x Vergr. Pfeile schwarz- zirkuldrer Verlauf
glatter Muskelzellen, Pfeile weif3- longitudinaler Verlauf glatter Muskelzellen, Stern-

elastische Fasern, Pfeilspitze- Membrana elastica interna
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Die Wandstérke der Vasa vasorum variiert stark. So sind tief in der Tunica media
kapillardhnliche Gefafsstrukturen ohne glatte Muskelzellen erkennbar. Nahe am
Ubergang zur Tunica externa sind bereits kleine Gefifle, welche den Charakter von

Arteriolen mit 1-3 Lagen an glatten Muskelzellen aufweisen, deutlich erkennbar
(Abb. 4.5).

Abbildung 4.5 Vasa vasorum in der Tunica externa, Volkmann Straufs, Obere Reihe: a)
kleine Arterie, b) Arteriole (Pfeil), c) Kapillaren in der Tunica media (Pfeile); Untere
Reihe: d)+e) Arteriole, f) Kapillare; Balken in a)-e) = 0,05 mm

Die Vasa vasorum sind jedoch zum iiberwiegendem Teil in der Tunica externa
anzutreffen und ziehen zumeist mit den kollagenen Fasern in die Tunica media
hinein und verzweigen sich hier ebenfalls geflechtartig zwischen den Muskelzellen
der Tunica media. Die Vasa vasorum der Tunica externa verlaufen sowohl parallel
als auch zirkuldr um das zu versorgende Gefafs herum und werden entsprechend
im Quer- oder Langsschnitt angetroffen. In der morphologischen Auspragung
variieren die Vasa vasorum stark. Die grofsten Vasa vasorum erreichen Dimensionen
kleiner Arterien, mit deutlich erkennbarer Wandschichtung und gut ausgepragter
Membrana elastica interna. Kleinere zeigen mit 1-3 Lagen glatten Muskelzellen
den Charakter von Arteriolen (Abb. 4.5 (a)).
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Die Verbindung zum umliegenden Bindegewebe bildet die Tunica externa (Ad-
ventitia). Dieser Wandabschnitt besteht zum iiberwiegenden Teil aus kollagenem

Bindegewebe und elastischen Fasern. Haufig ist erkennbar, dass die kollagenen

Fasern der Tunica externa netzartig bis weit in die Tunica media ziehen und diese
durchsetzen (Abb. 4.6).

Abbildung 4.6 Ausschnitt aus der Gefdfiwand der A. digitalis palmaris medialis, Netzwerk
aus kollagenen Fasern in der Tunica media, a) Pferd Nr. 20, Gefaf3 3, Volkmann-Straufs
(invertiert), 10x Verg.; b) Pferd Nr. 35, Gefafs 3, Volkmann-Strauf (invertiert), Stern-
Tunica interna, M- Tunica media, E- Tunica externa, Pfeile- Netzwerk aus kollagenen

und elastischen Fasern in Tunica media

Die lichtmikroskopisch sichtbaren Biindel der Nervi vasorum verlaufen zumeist
parallel zur Gefdflwand gemeinsam mit Arterien und Venen und werden entspre-
chend im Querschnitt angeschnitten. Die Nervi vasorum waren stets markhaltig
und zeigten eine deutliche Myelinscheide (Abb. 4.7). Nervi Vasorum konnten

ausschliefslich in der Tunica externa dargestellt werden.

Zusatzlich zu den genannten Strukturen konnten gehduft Vater-Pacinische-Korperchen

in der Tunica externa nachgewiesen werden (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.7 Ausschnitt aus der Tunica externa mit angrenzender Tunica media, Nervi
und begleitende Vasa vasorum; Pferd Nr. 24, Gefafs 2, Volkmann Straufs, M- Tunica
media, E- Tunica externa, Vv- Vasa vasorum, Sternchen- Nervi vasorum
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Abbildung 4.8 Gefaffiwandquerschnitt, Vater-Pacini-Lamellenkodrperchen in der Tunica
externa a) Pferd Nr. 30, Gefaf} 3, Volkmann-Strauf$ (invertiert 40x Vergr.); b) Pferd Nr. 21,
Gefafd 3, Volkmann-Strauf3 (invertiert, 40x Vergr.); c) Pferd Nr. 35, Gefafs 3, Volkmann
Strauf, M- Tunica media, E- Tunica externa, VPL- Vater-Pacini-Lamellenkorperchen,

Nv- Nervi vasorum, Vv- Vasa vasorum, Balken = 0,05 mm
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4.1.2 Quantitative Analyse der GefaBwand
4.1.2.1 Lumendiameter

Bei der Betrachtung des Gefaflinnendurchmessers konnten folgende Zusammen-
hénge festgestellt werden: Grundsétzlich ist ein Abfall des Gefdafsinnendurchmes-
sers von proximal nach distal zu verzeichnen. Die Reduktion des Lumendiameters
ist unabhédngig von Rasse, Geschlecht und Gewicht der Pferde signifikant von G1
zu G2 (p=0,001) und von G1 zu G3 (p=0,000) (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9 Abhéngigkeit des Lumendiameters von der Lokalisation der drei Gefdfe
(G1-G3); signifikante Lumenreduktion von G1 zu G2 und G1 zu G3

Betrachtet man den Abfall des Gefdfsidurchmessers bezogen auf verschiedene
Altersgruppen, so wird erkennbar, dass ausschliefdlich bei G1 von mittelalten
zu dlteren Pferden eine signifikante (p= 0,039) Reduktion des Gefafsdurchmessers
deutlich wird (Abb. 4.10). Zwischen den jungen und mittelalten Pferden konnte bei
keinem der untersuchten Gefifle ein signifikanter Abfall des Gefafidurchmessers
beschrieben werden. Ebenso verhilt es sich bei den Gefafsen G2 und G3 bei allen
drei Altersstufen (Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10 Lumendiameter in Abhidngigkeit vom Alter; signifikante Lumenreduktion
ausschliefSlich beim Gefafs 1 (A. digitalis palmaris communis II) von Altersklasse (AK) 2
zu Altersklasse (AK) 3; bei den GefédfSen 2+3 hat das Alter keinen signifikanten Einfluss

auf die Weite des Gefafirohres

Es ist bereits hier zu erwdhnen, dass uns im Untersuchungspool nur drei Kaltbliiter
zur Verfiigung standen, die jeweils mit 1 Jahr sehr jung waren. Bei dieser Grup-
pe von Pferden konnte jedoch gezeigt werden, dass Kaltbliiter absolut grofiere
GefédfSlumina haben als Warmbliiter und Ponys (Abb. 4.11)

Es besteht keine Korrelation zwischen dem Gewicht der Pferde und deren Ge-
fafsidurchmessern. Ebenso hat das Geschlecht der Pferde keinen Einfluss auf die
Lumendiameter. Da im Untersuchungspool nur 2 Wallache vorhanden waren, kann
iiber den Zusammenhang zwischen kastrierten und nicht kastrierten mannlichen
Pferden und deren Einfluss auf die Gefafidurchmesser keine Aussage getroffen

werden.

4.1.2.2 Dicke der Tunica interna

Bei der Analyse der Tunica interna konnten weder im proximo-distalen Verlauf
noch in Abhingigkeit von Alter, Rasse oder Geschlecht der Pferde Zusammenhinge
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Abbildung 4.11 Lumendiameter in Abhingigkeit von der Rasse, Kaltbliiter zeigen einen
absolut grofieren Gefafsinnendurchmesser gegentiber Warmbliitern und Ponys

dargestellt werden. Die Dicke dieses Gefdfswandabschnittes ist anndhernd konstant
und schwankt zwischen 3,7 und 9,7 pum. Im Durchschnitt aller untersuchten Gefafle
betragt die Dicke der Tunica interna 6,8 pm (Tab. 4.1; Abb. 4.12). In die Messung
einbezogen wurden die bereits oben erwdhnten Bestandteile der Tunica interna,

Lamina endothelialis, Stratum subendotheliale und Membrana elastica interna.

Tabelle 4.1 Durchschnittliche Dicke der Tunica interna der Gefafde 1,2 und 3 aller unter-
suchten Pferde (Pferd Nr. 1-35)

Einheit pm | Minimum | Maximum | Mittelwert
Gefaf3 1 3,71 9,09 6,86
Gefafs 2 4,29 9,72 6,84
Gefafs 3 5,36 9,49 6,96

Die Pferde Nr. 8 (Abb. 4.13) und Nr. 11 (Abb. 4.14) wurden aus der Datenanalyse
ausgeschlossen, da bei beiden Pferden eine deutlich verdickte Tunica interna in
Gefafs 3 nachgewiesen werden konnte. Pferd Nr. 8 zeigte zusitzlich eine Intimaver-
dickung in G1 und Pferd Nr. 11 in Gefafs 2.
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Abbildung 4.12 Dicke der Tunica interna, Gefafs 1 - Gefaf3 3; Die Werte der Tunica interna
sind bei allen untersuchten Tieren (ausgenommen Pferd Nr. 8+11) konstant und lagen
im Durchschnitt bei 6,8 pym

Beim Pferd Nr. 8 handelte es sich um ein 24 Jahre alten Hengst der lange als
Reitpferd genutzt wurde und Pferd Nr. 11, eine 17 jahrige Stute, welche wegen

chronischer Hufrehe mit anschlieflender Hufdeformation euthanasiert wurde.

Bei beiden Pferden war im Bereich der Intimaverdickung die Erweiterung des Stra-
tum subendotheliale deutlich zu erkennen. Die Auspragung der Dickenzunahme

differiert in den einzelnen Ringsegmenten zum Teil deutlich.

Das morphologische Bild der aufgelagerten Endothelzellen im Bereich der Intima-
verdickung zeigt keine Abweichungen gegentiber den Endothelzellen von Gefidflen
ohne Verdickung der Tunica interna, wie es in Kap. 4.2.1.1 beschrieben wird. Im
Bereich der Verdickung sind vereinzelt basophil angefarbte, blau-violett, anndhernd
runde Strukturen erkennbar. Moglicherweise stellen diese Strukturen Zellkerne von
Fibrozyten dar. Das Stratum subendotheliale besteht im Bereich der Verdickung
aus ca. 2-5 Lamellen elastischer Fasern, welche im kontrahierten Zustand des
Geféfles stark gewellt, zirkuldr um das Gefafs verlaufen. Zum Teil sind zwischen
den zirkuldr verlaufenden elastischen Fasern Quervernetzungen zu erkennen. Mit
Hilfe der alpha Smooth Muscle Actin Farbung konnte gezeigt werden, dass sich

60



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

im Bereich der Verdickung nur vereinzelt bis keine glatten Muskelzellen befinden
(Abb. 4.15 a) und b)).

Die Intimadicke beim Pferd Nr. 8 erstreckt sich im Mittel auf eine Strecke (gemessen
vom Lumen zur Membrana elastica interna im Gefafiquerschnitt) von 48 pm im
G1 und 30 pm im G3. Die Tunica interna von G2 hat eine Dicke von 8,4 um. Noch
ausgepragter ist die Dickenzunahme der Tunica media beim Pferd Nr.11 erkennbar.
Hier wurde im G2 eine Dicke von 49,08 pm und im G3 von 63 pm gemessen.
Die Dicke der Tunica interna beim G1 betrédgt 8,4 pm. Bei beiden Pferden ist im
Bereich der Intimaverdickung ein Anstieg um das 4-8 fache der durchschnittlich

gemessenen Intimadicke zu verzeichnen.

Abbildung 4.13 Gefaffwandquerschnitte mit Intimaverdickung, Pferd Nr. 8, Volkmann
Straufs, 20x Vergr. a) Gefafs 1, L- Lumen, Pfeil- kollagene Fasern, Pfeilspitze- Membrana
elastica interna; b) Gefdf 3, L- Lumen, Pfeil- kollagene Fasern, Pfeilspitze- Membrana

elastica interna

Neben den Intimaverdickungen der Pferde 8 und 11 konnten an Gefiaflabgéngen
Intimapolster dargestellt werden, welche sich jedoch in ihrer strukturellen Zu-
sammensetzung deutlich von den Intimaverdickungen unterscheiden. So sind die
Intimapolster geprdgt von einer Ansammlung glatter Muskelzellen und kollage-
nen Fasern im Stratum subendotheliale, wodurch das Endothel deutlich von der
Membrana elastica interna abgehoben wird (Abb. 4.15 c und d; 4.16).
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Abbildung 4.14 Gefafiwandquerschnitte mit Intimaverdickung, Pferd Nr. 11, Volkmann
Straufs, 20x Vergr. b) und d) Gefafs 2, Blitze- elastische Fasern in Intimaverdickung,
Pfeilspitze- Membrana elastica interna, a) und c) Gefaf3 3, Blitze- elastische Fasern in

Intimaverdickung, Pfeilspitze- Membrana elastica interna
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Abbildung 4.15 Gefdffwandquerschnitte mit Intimaverdickung, Immunhistochemische
Markierung (Smooth Muscle Actin) der Tunica interna mit glatten Muskelzellen, a) und
b) Pferd Nr.11, Gefaf$ 2(a) und Gefaf 3(b), L- Lumen, M- Tunica media, IV- Intimaverdi-
ckung, Stern- Membrana elastica interna, Pfeile- glatte Muskelzellen; c) Intimapolster am
Gefédflabgang Pferd Nr. 15, Gefaf3 2, L- Lumen, M- Tunica media, IP- Intimapolster, Stern-
Membrana elastica interna, Pfeile schwarz- glatte Muskelzellen, Ec- Endothelzellen; d)
Pferd Nr. 1, Gefaf3 3, L- Lumen, M- Tunica Media, IP- Intimapolster, Stern- Membrana
elastica interna, Pfeile schwarz- glatte Muskelzellen, Ec- Endothelzellen
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Abbildung 4.16 Gefaflwandquerschnitte mit Intimapolster am Gefafsabgang der A. dorsalis
phalangis med., Pferd Nr. 1, a) Volkmann Strauf$ (invertiert), 5x Vergr., L- Lumen, M-
Tunica media, IP- Intimapolster, Stern- glatte Muskelzellen, Pfeilspitze weifs- Membrana
elastica interna, Pfeil- Beginn des Intimapolsters; b) Volkmann Straufs (invertiert), 20x
Verg., L- Lumen, M- Tunica media, IP- Intimapolster, Pfeil- Membrana elastica interna

4.1.2.3 Dicke der Tunica media

Im proximo-distalen Verlauf der Geféfe ist eine signifikante Abnahme der Gefaf3-
wandstdrke zwischen der proximalen und der mittleren Lokalisation zu verzeich-
nen (Abb. 4.17).

Diese Reduktion der Wanddicke im proximo-distalen Verlauf ist unabhingig von
Gewicht und Rasse der Tiere. Bei der Betrachtung der verschiedenen Altersgruppen
und deren Einfluss auf die Wanddicke wurden folgende Ergebnisse erzielt. G1
zeigt eine signifikante Dickenzunahme von jungen zu beiden &lteren Gruppen.
Beim G2 ist sowohl beim Ubergang von jungen zu mittelalten als auch von jungen
zu alten Pferden eine signifikante Dickenzunahme zu verzeichnen. Beim distalen
Gefafs (G3) scheint das Alter keinen Einfluss auf die GefafSwanddicke zu haben
(Abb. 4.18).

Das Gewicht der Tiere hat einen Einfluss auf die Wanddicke. Mit steigendem
Gewicht der Pferde nimmt die Gefafiwand an Dicke zu. Dies konnte sowohl an
beiden Korrelationskoeffizienten (Pearson, Spearman-Rho) als auch graphisch
deutlich gemacht werden (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.18 Dicke der Tunica media in Abhédngigkeit vom Alter
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Abbildung 4.19 Einfluss der Kérpermasse auf die Dicke der Tunica media

Zwischen der Dicke der Tunica media und dem Geschlecht der Tiere ist kein
Zusammenhang festgestellt worden. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass es
keine Korrelation zwischen dem Lumendiameter der Gefafle und deren Wanddicke
gibt. Es ist zu erkennen, dass sich das Verhédltnis Wanddicke/Lumendiameter
im Alter bei allen betrachteten Gefafien anndhert bzw. beim G1 sogar umkehrt.
Die Wanddicke (Wall thickness- WTH) wird repréasentiert durch die Dicke der
Tunica media und Tunica interna. Es wird gezeigt, dass junge Tiere bezogen auf
die arterielle Gefdafiwand einen grofieren Lumendiameter besitzen als &ltere Pferde.
Dieses Verhiltnis gleicht sich bei den betrachteten Gefdfien im Alter an. In der Abb.
4.20 ist der Zusammenhang zwischen der Zunahme der GefafSwanddicke und der

Abnahme des Lumendiameters im Alter zusammengefasst.

4.1.2.4 Flache der Tunica media und Tunica externa

Betrachten wir den Verlauf des Flachenanteils der Tunica media in den Gefafs-
ringsegmenten, so lassen sich folgende Unterschiede an den verschiedenen Lokali-
sationen feststellen. Grundsétzlich fallt der Flachenanteil von proximal nach distal
ab. Eine deutliche Abnahme der Fliache ist zwischen G1 und G2 zu erkennen, die
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Abbildung 4.20 Zusammenhang zwischen Abnahme des Lumendiameters und Zunahme
der GefafSwanddicke (WTH- Wall thicknes) der Gefédfse 1,2 und 3 mit zunehmendem
Alter

20-25 cm voneinander entfernt liegen. Im Mittel betrdgt die Reduktion 47,6%. Im
weiteren Gefafsverlauf von G2 zu G3 betrédgt die Abnahme nur noch 14,3%, wobei
der Abstand von G2 zu G3 5-10 cm betrdgt. Analog der Tunica media ist auch bei
der Tunica externa eine Flachenreduktion von proximal nach distal zu erkennen,
die jedoch nur von G1 zu G2 und G1 zu G3 signifikant ist und ab G2 in distalem
Verlauf zu sistieren scheint (Abb. 4.21).

Das Alter hat auf die Flichenabnahme der Tunica media im Gefafsverlauf einen
geringen Einfluss. Es konnte eine signifikante Zunahme des Flachenanteils aus-
schlieflich im G2 von jungen zu mittelalten Pferden verzeichnet werden (Abb. 4.22),
wobei die Signifikanz 0,009 (Scheffé) betragt.

Das Alter sowie Rasse und Geschlecht haben auf die Flache der Tunica externa

keinen Einfluss.

Einen sichtlich grofieren Einfluss als das Alter, zeigt die Kdrpermasse der Pferde
auf die Fliche sowohl der Tunica media als auch der Tunica externa bei allen
untersuchten Pferden. Es besteht eine mittelgradig positive Korrelation zwischen
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Abbildung 4.21 Fliche der Tunica media und externa der Gefdfie 1,2 und 3
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Abbildung 4.22 Fliache der Tunica media in Abhédngigkeit vom Alter
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Korpermasse und Flache der Tunica media im Bereich der proximalen Entnahme-
stelle (G1: r=0,642) und eine schwach positive Korrelation (G2: r=0,553; G3: r=0,358)
distal davon. Rasse und Geschlecht zeigen keinen Einfluss.

Bei der Analyse der einzelnen Gewichtsklassen (GK 1-3) ist zu erkennen, dass die
Flachenzunahme der Tunica media in Abhédngigkeit von der Kérpermasse auf die
GK 1 zu GK 2 und GK 1 zu GK 3 beschrankt ist und sich bei allen Gefafien keine
signifikante Zunahme von den mittelschweren zu den schweren Tieren (GK 2 zu
GK 3) zeigt (Abb. 4.23). Gleiche Ergebnisse sind bei der Untersuchung der Tunica
externa zu verzeichnen. Es liegt eine signifikante Flichenzunahme von GK 1 zu
GK 2 und von GK 1 zu GK 3 vor, nicht jedoch von mittelschweren zu schweren
Tieren (GK 2 zu GK 3) (Abb. 4.24).
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Abbildung 4.23 Flache der Tunica media in Abhédngigkeit von der Kérpermasse

Es besteht eine direkte proportionale Abhangigkeit zwischen der WTH (Dicke
der Tunica media und Tunica interna) und der Flache der Tunica media, die am
deutlichsten im G1 zu erkennen ist (Abb. 4.25).
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Abbildung 4.24 Fldche der Tunica externa in Abhangigkeit von der Kérpermasse
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Abbildung 4.25 Zusammenhang zwischen der Flache der Tunica media und der Gefafs-
wanddicke (Wall thickness- WTH) bei der A. digitalis palmaris communis II
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4.1.2.5 Vasa vasorum in der Tunica externa

Um die Anzahl der Vasa vasorum je mm? der Tunica externa zu bestimmen, wurde
die Flache der Tunica externa ins Verhiltnis zur absoluten Anzahl der Vasa vasorum
gesetzt. Anschlieffend wurde untersucht, ob es eine Abhidngigkeit zwischen Dichte
der Vasa vasorum in der Tunica externa und Alter, Geschlecht oder Kérpermasse
der Tiere gibt. Im Durchschnitt kommen auf 1mm? Tunica externa 9,3 Vasa vasorum.
Bei keinem der genannten drei Parameter konnte ein Einfluss auf die Dichte der
Vasa vasorum (Anzahl Vasa vasorum je mm? Tunica externa) nachgewiesen werden.
Bei den Untersuchungen zeigte sich deutlich, dass ausschliefslich die zur Verfiigung
stehende Fldche der Tunica externa die Anzahl an Vasa vasorum bestimmt. Je grofser
die Fldche der Tunica externa desto mehr Vasa vasorum enthélt sie. Die Korrelation
ist stark im G1 (r=0,8) und mittelgradig bei G2 (r=0,54) und G3 (r=0,58). Weder
Alter noch Rasse, Koérpermasse oder Geschlecht tiber einen Einfluss auf die Anzahl

an Vasa vasorum in der Tunica externa aus.

Unabhidngig von Lokalisation, Alter, Gewicht und Geschlecht betrdgt der Flachen-
anteil an Vasa vasorum im Durchschnitt 0,3 Prozent der Gesamtflache der Tunica
externa. Alter und Geschlecht der Pferde haben, wie auch bei der Anzahl der Vasa
vasorum, keinen Einfluss auf die gesamte Lumenfldche der Vasa vasorum. Allein
die Flache der Tunica externa entscheidet auch hier tiber den Flachenanteil an
Vasa vasorum. Auch ist kein signifikanter Unterschied von proximal nach distal zu
verzeichnen. AusschlieSlich beim G1 konnte zwischen dem Gewicht der Pferde
und der Lumenfldche (gesamt) der Vasa vasorum eine signifikante Abhéngigkeit
festgestellt werden (Abb. 4.26).

4.1.2.6 Nervi vasorum in der Tunica externa

Im Durchschnitt kommen auf 1mm? Tunica externa 4,1 Nervi vasorum. Bei der
Untersuchung der Nervi vasorum konnten ein Abfall von proximal nach distal
von G1 zu G2 verzeichnet werden. Dieser Abfall setzt sich jedoch von G2 zu
G3 nicht weiter fort, die Anzahl an Nervi vasorum stagniert in diesem Bereich.
Bezogen auf das Alter der Tiere konnte ausschliefilich beim G1 eine signifikante

Altersabhingigkeit aufgezeigt werden. Die Anzahl an Nervi vasorum in der Tunica
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Abbildung 4.26 Gesamtlumenfldche der Vasa vasorum in der Tunica externa

externa ist bei jungen (p=0,015) und mittelalten (p=0,038) Pferden geringer als
bei dlteren Tieren (Abb. 4.27). Korpermasse, Umfang und Fldche der Tunica
externa haben keinen Einfluss auf die Anzahl an Nervi vasorum in diesem Teil
der Gefdaswand. In der Tunica media konnten keine Nervi vasorum festgestellt
werden.

4.1.2.7 Vasa vasorum in der Tunica media

Die Anzahl an Vasa vasorum in der muskelstarken Tunica media der untersuchten
Arterien fallt deutlich von proximal nach distal ab. Es besteht keine Abhédngigkeit
zwischen dem Alter und Geschlecht der Pferde und der Anzahl an Vasa vasorum
in der Tunica media. Zu erkennen ist, dass unabhingig vom Alter eine Reduktion

an Vasa vasorum im proximo-distalen Verlauf vorliegt (Abb. 4.28).

Pferde der leichten Gewichtsgruppe haben signifikant weniger Vasa vasorum in
der Tunica media als die Tiere der mittelschweren und schweren Gewichtsgruppe.
Bei G2 und G3 besteht dieser Zusammenhang nicht (Abb. 4.29).
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Abbildung 4.27 Anzahl Nervi vasorum in der Tunica externa im Altersvergleich
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Abbildung 4.28 Anzahl Vasa vasorum in der Tunica media im Altersvergleich
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Abbildung 4.29 Einfluss der Kérpermasse auf die Anzahl der Vasa vasorum in der Tunica
media

Es besteht eine mittelgradig positive Korrelation (r=0,5-0,7) sowohl zwischen der
Dicke der Tunica media als auch der Flache der Tunica media und der Anzahl an

Vasa vasorum der 3 untersuchten Gefafse.

Der prozentuale Anteil der Wandkomponenten glatter Muskelzellen, elastischen
und kollagenen Fasern hat keinen Einfluss auf die Dichte an Vasa vasorum in der
Tunica media. Hinsichtlich des Flachenanteils an Vasa vasorum (Gesamtlumenfla-
che) in der Tunica media ist ein signifikanter Abfall von G1 zu G2 und von G1 zu
G3 zu erkennen (Abb. 4.30).

Mit zunehmender Korpermasse steigt die Anzahl an Vasa vasorum von G 1 und
G3 in der Tunica media signifikant an. Hier ist zwischen den leichten und den
schwereren Gewichtsgruppen der Unterschied am deutlichsten (Abb. 4.31). Das
Alter der Pferde hat keinen Einfluss auf die Anzahl an Vasa vasorum in der Tunica

media.

Wanddicke (Wall thickness-WTH), Gesamtflache der Tunica media und Anzahl
an Vasa vasorum in der Tunica media korrelieren positiv mit der Flache an Vasa

vasorum in der Tunica media.
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Abbildung 4.31 Einfluss der Kérpermasse auf die Gesamtlumenfldche der Vasa vasorum
in der Tunica media

75



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Analog den Untersuchungen zur Tunica externa, wurde auch bei der Tunica media
die Dichte an Vasa vasorum und deren prozentualer Anteil an der Gefafiwand
bestimmt. Im Durchschnitt kommen auf 1mm? Tunica media 4,2 Vasa vasorum
(Vergl. Tunica externa 9,3/mm?, entspricht einem Abfall von 44%). Die Vasa
vasorum reprasentieren im Durchschnitt einen Flachenanteil von 0,16 Prozent an
der Gesamtflache der Tunica media (Vergl. Tunica externa 0,3 Prozent). Vergleichbar
mit den Ergebnissen der Tunica externa haben auch hier weder Alter, Kérpermasse
oder Geschlecht noch die Lokalisation des Gefadfses Einfluss auf die Dichte an Vasa
vasorum in der Tunica media.

4.1.2.8 Avaskulare Zone der Tunica media

Um die Diffusionsstrecke vom Lumen in die GefiSwand zu ermitteln, wurde
bestimmt, wie dicht die Vasa vasorum an das GefafSlumen heran reichen. Unabhéin-
gig von Alter, Geschlecht, Kérpermasse, Rasse sowie Wanddicke und qualitativer
Zusammensetzung der Gefafiwand bleibt ein Teil der Gefafiwand avaskuldr. Dieser
durchschnittliche avaskulédre Bereich erstreckt sich auf eine Distanz von 0,467 mm
vom GefafSlumen (Abb. 4.32).

1,50

=]
=]
1

Dicke in [mm]

0,50

0,759 I

durchschnittlicher avaskularer Bereich

0,25

T T T T T T
WTH GefaR 1 Abstand Vv zum WWTH Gefélh 2 Abstand Vv zum WTH Gefal 3 Abstand Vv zum
Lumen Gefal 1 Lumen Gefal 2 Lumen Gefél 3

Abbildung 4.32 Durchschnittlicher avaskuldrer Bereich der Tunica media; WTH- Gefaf3-
wanddicke (Wall thickness), Vv- Vasa vasorum
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Bei 3 von 35 Pferden (8,5%) konnten jedoch kleinste Gefaf3e kapilliren Charakters
in der Tunica media nachgewiesen werden, welche sich im Bereich der mittleren

avaskuldren Zone befinden. So konnten beispielsweise beim Pferd Nr. 30, einer

1 jahrigen Stute, Vasa vasorum dargestellt werden, die bis auf 0,32 mm an das
Gefifllumen heranreichen (Abb. 4.33(a)). Ahnliche Ergebnisse wurden bei Pferd
Nr. 3 (Abb. 4.33(c)), einer 4 jahrigen Stute und Pferd Nr. 4 (Abb. 4.33(b)), einem 3
jahrigen Hengst erzielt.

Abbildung 4.33 Gefdafwandquerschnitt mit Vasa vasorum in der Tunica media, L- Lumen,
M- Tunica media, Pfeilspitze- Vasa vasorum, Doppelpfeil- Abstand der innersten Vasa
vasorum zum Lumen a) Pferd Nr. 30 Gefaf3 2, Volkmann Straufd 20x Vergr., Doppelpfeil-
Lange 0,32 mm; b) Pferd Nr. 4 Gefafs 2, Volkmann Straufs 20x Vergr., Doppelpfeil- Lange
0,32 mm; c) Pferd Nr. 3 Gefafs 1, Volkmann Strauf$ 20x Vergr., Doppelpfeil- Lange 0,29

mm

4.1.2.9 Anteil glatter Muskelzellen, kollagener und elastischer Fasern in der
Tunica media der distalen Arterien des Pferdes

Bei den in dieser Arbeit betrachteten muskuldren Arterien konnte gezeigt werden,
dass unabhéangig von Alter, Gewicht, Geschlecht, Rasse und Lokalisation (G1-G3)
eine konstante Verteilung an glatten Muskelzellen, kollagenen und elastischen
Fasern anzutreffen ist (Abb. 4.34, Tab. 4.2).

Es besteht zusétzlich eine signifikant negative Korrelation zwischen dem Anteil
an glatten Muskelzellen und kollagenen Fasern. Diese Signifikanz ist bei G1, G2
und G3 vorhanden. Ebenso zeigt sich eine negative Korrelation zwischen smc
und elastischen Fasern, welche jedoch nur bei G1 signifikant ist. Zwischen den
Anteilen elastischer und kollagener Fasern in der Tunica media ist keine Korrelation
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Abbildung 4.34 Prozentualer Anteil glatter Muskelzellen, kollagener und elastischer
Fasern in der Tunica media der Gefafse 1,2 und 3 aller untersuchten Pferden (Pferd
Nr. 1-35)

Tabelle 4.2 Prozentuale Verteilung der Gefaffwandbestandteile der Tunica media der
Gefafle 1,2 und 3 aller untersuchten Pferde (Pferd Nr. 1-35)

glatte Muskelzellen | elast. Fasern | kollag. Fasern
Mittelwert 81,62% 7,24% 9,46%
Standardabweichung | 6,45 3,88 5,92

nachweisbar. Gleichermafien konnte kein Zusammenhang zwischen der WTH
(Wall thickness- Dicke der Tunica media und interna) und den hier aufgefiihrten

Parametern festgestellt werden.

4.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die elektronenmikroskopische Charakterisierung der Endothelzellen, des Stratum
subendotheliale, der Membrana elastica interna und der Vasa vasorum erfolgte
bei 3 Pferden. Die Anzahl an untersuchten Gewebeproben je Tier und Gefafs
sind in Kap. 3.2.2 aufgefiihrt. Sowohl die Vena jugularis als auch die peripheren
muskuldren Arterien (G1-G3) wurden auf morphologische Besonderheiten mit
Hilfe des Elektronenmikroskops (EM 10CR, Zeiss) untersucht.
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4.2.1 Qualitative Beschreibung
4.2.1.1 Muskuléare Arterien (G1-G3)

Samtliche untersuchten Arterien zeigen im Querschnitt eine deutliche Tunica
interna mit einem stark ausgeprédgten Stratum subendotheliale und Membrana
elastica interna (Abb. 4.35). Gelegentlich sind Liicken in der Membrana elastica
interna erkennbar gewesen. Die innerste Begrenzung zum Lumen bildet die in
ihrer Auspragung stark variierende, 200 - 2500 nm dicke Glykokalix der Endothel-

zellen.

Abbildung 4.35 Gefdfwandquerschnitt, Ubersicht Tunica interna mit angrenzender Tunica
media der A. digitalis palmaris com. II; Pferd Nr. 5; L- Lumen, E- Endothelzelle, N-
Nukleus, F- Fibrozyt, M- Membrana elastica interna, My- glatte Muskelzelle der Tunica
media, Pfeil- Basallamina der Endothelzellen, Stern- diskontinuierliche Membrana

elastica interna
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Die Endothelzellen erscheinen iiberwiegend kubisch geformt. Zumeist sind die
Endothelzellen lumenseitig abgeflacht und ragen spitzkegelférmig in die Tiefe
des Stratum subendotheliale hinein (Abb. 4.38). Die breiteste Stelle der Endothel-
zellen ist meist lumennah und parallel zur Blutflussrichtung. Hier ist auch der
Zellkern lokalisiert, welcher stets eine unregelmaéfsige Form annimmt. Die seitliche
Begrenzung der Endothelzellen zu benachbarten Endothelzellen erscheint zum
einen linienférmig in geradem Verlauf mit sehr wenigen Zytoplasmaausldufern
und Interdigitationen (Abb. 4.38). In diesen Arealen liegen die Endothelzellen
dicht aneinander und sind tiber Haftkomplexe bestehend aus tight und adherens
junctions miteinander verbunden. Besonders deutlich wird dies im Bereich von
Uberlappungen der Endothelzellen, die sich lumennah tibereinander schieben und
durch apikal befindliche tight- und basolateral lokalisierte adherens junctions in
Verbindung stehen (Abb. 4.37, 4.36).

Ein interzelluldrer Stoffaustausch iiber Vesikel ist auch im Bereich der Uberlap-
pungen zu erkennen. Diese Form von Uberlappung ohne Interdigitationen ist
ausschliefilich an der apikalen Zellseite erkennbar.

Endothelzellen welche im Anschnitt tiefer in der Tunica interna anzutreffen sind
zeigen stark geschldngelte Zellgrenzen mit deutlich erkennbaren Zytoplasmaaus-
laufern und zahlreichen Interdigitationen (Abb. 4.39).

Bei diesen Zellen nimmt der Zellkern den flachenméfiig grofiten Anteil der Endo-
thelzelle ein. Unabhédngig von der Lokalisation der Endothelzellen ist zu benach-
barten Zellen stets ein deutlicher Interzellularspalt (12-35 nm) erkennbar. Je nach
Zellkontakt variiert die Auspragung des Interzellularspaltes (Abb. 4.40 b).

Die Zellkerne der Endothelzellen sind unregelméfiig geformt, je nach Anschnitt
variabel in ihrer Grofie und zeigen zahlreiche Ausstiilpungen an der Oberfldche.
Bei allen betrachteten Zellkernen iiberwiegt der Anteil von Euchromatin tiber
Heterochromatin. Heterochromatin ist primér in der Peripherie des Zellkerns
lokalisiert. Die typische Doppelmembran der Zellkerne ist gut erkennbar (Abb. 4.40
b). Das Zytoplasma der Endothelzellen besitzt zahlreiche Zellorganellen. Zum tiber-
wiegenden Teil sind Pinozytosebldschen, Mitochondrien und endoplasmatisches
Retikulum vorhanden, aber auch Ribosomen, Lysosomen und Golgi-Apparate sind

erkennbar.
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Abbildung 4.36 Ausschnitt aus der Tunica interna, Pferd Nr. 5, Lumennaher Haftkomplex
mit apikalen tight junctions (Pfeile) und basolateraler adherens junction (Pfeilspitze)
zweier benachbarter Endothelzellen, E- Endothelzelle, N-Nukleus, L-Lumen, Gly-

Glykokalix Blitz- Interzellularspalt
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Abbildung 4.37 Ausschnitt aus der Tunica interna, Pferd Nr. 5, Lumennaher Haftkomplex
mit apikaler tight junction (Pfeilspitze) und basolateraler adherens junction (Pfeil) zweier
benachbarter Endothelzellen, E- Endothelzelle, Blitz- Interzellularspalt
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Abbildung 4.38 Ausschnitte aus der Tunica interna, Pferd Nr. 5 a) Spitzkegelformige

Ausrichtung der arteriellen Endothelzellen mit angrenzendem Stratum subendotheliale;

L- Lumen, E- Endothelzelle, N- Nukleus, St- Stratum subendotheliale, Pfeil- Glykokalix;

b) Detail zweier benachbarter Endothelzellen mit deutlich erkennbaren Zellgrenzen und
Interdigitationen, Gly- schwach ausgepragte Glykokalix

Das Stratum subendotheliale erscheint, durch die fixationsbedingt stark gewellt
erscheinende Membrana elastica interna, in seiner Auspragung unterschiedlich
stark (ca. 5-10 pm). Es besteht zum Grofsteil aus amorpher Interzellularsubstanz

sowie Anteilen von kollagenen Fasern und Fibrozyten.

Die Membrana elastica interna hat eine Dicke von 1-2 pm und zeigt eine unregelma-
B3ig geformte Oberflache mit teilweise deutlichen Auswoélbungen und Fortsédtzen
sowohl in Richtung der Tunica interna als auch zur angrenzenden Tunica media
und steht somit mit den Faseranteilen beider Gefafiwandschichten in Kontakt.
Bei den elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Arterienwédnde wurden
keine Duplikationen, jedoch Unterbrechungen und Poren in der Membrana elastica

interna festgestellt.

4.2.1.2 Vena jugularis

Die ultrastrukturelle Untersuchung der Tunica interna bei der Vena jugularis
differiert gegeniiber den Arterien betrachtlich. Grundsatzlich ist zu erwédhnen,
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Abbildung 4.39 Ausschnitt aus der Tunica interna, Pferd Nr. 5, Interdigitationen zwischen
benachbarten Endothelzellen, L- Lumen, E- Endothelzelle, Stern- Interdigitationen,
Pfeile schwarz- Interzelluldrer Stoffaustausch tiber Vesikel, Pb- pinozytotische Bldschen,

Pfeile weifs- Basalmembran der Endothelzellen
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Abbildung 4.40 Ausschnitt aus der Tunica interna, Pferd Nr. 5 a) Endothelzellen mit
deutlich erkennbarer Glykokalix, L- Lumen, E- Endothelzelle; N- Nukleus; Pfeile-
Zellmembran der Endothelzellen, St- Stratum subendotheliale; b) Stoffaustausch zwi-
schen benachbarten Endothelzellen und Interzellularspalt, Pfeile- Interzellularspalt, Pb-
pinozytotische Blaschen, N- Nukleus; E- Endothelzelle, Stern- doppelte Kernmembran

dass eine klare Abgrenzung zwischen Tunica interna und Tunica media durch die
Membrana elastica interna, wie sie bei den Arterien deutlich und kontinuierlich
zu erkennen war, bei der Vena jugularis nicht darstellbar ist. Vielmehr zeigt sich
hier ein wesentlich unstrukturierter Aufbau von Lamina endothelialis, Stratum
subendotheliale und Membrana elastica interna (Abb. 4.41).

Zum Teil ergeben sich flieflende Ubergénge, die nur schwer voneinander abzu-
grenzen sind oder gidnzlich fehlen. So ist anstatt einer kontinuierlichen Membrana
elastica interna ein Netzwerk aus elastischen — und kollagenen Fasern erkennbar,
welches sich direkt an die Endothelzellen anlagert und somit ein Stratum sub-
endotheliale nur schwer als separate Schicht erkennen lasst. Die Kontaktflache
zwischen benachbarten Endothelzellen erstreckt sich in unserer Studie auf einen
sehr schmalen Bereich. Teilweise ist ein Interzellularspalt zur Nachbarzelle an der

apikalen Seite nur schwer darstellbar.

Die Endothelzellen der V. jugularis zeigen eine unregelmaflige Form mit teilweise

nur sehr diinnen und schmalen Ausldufer zu den angrenzenden Endothelzellen.
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Abbildung 4.41 Ausschnitt der Tunica interna mit angrenzender Tunica media der Vena
jugularis ext. ohne erkennbare Membrana elastica interna; Pferd Nr. 4, E- Endothelzelle,
N- Nukleus, El- elastische Fasern, K- kollagene Fasern, F- Fibrozyt
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g o |

Abbildung 4.42 Ausschnitt aus der Tunica interna der V. jugularis externa, Uberlappung
zweier Endothelzellen mit Interzellularspalt, Pferd Nr. 4 (Stern), L- Lumen, E- Endothel-
zelle, N- Nukleus, K- kollagene Fasern
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Die Endothelzellen erscheinen sehr platt und langgezogen mit stets sehr unter-
schiedlich geformter lumenseitiger Oberfliche (Abb. 4.41). Apikal sind diverse
Zytoplasmaausldufer iiber die gesamte Lange der Zellen erkennbar, welche zum
Teil weit in das Lumen hineinragen. Neben den Zytoplasmaausldufern sind Protru-
sionen der Endothelzellen anzutreffen. Hier ragen die Endothelzellen in fast ihrer
gesamten Ausprdgung, in das GefafSlumen hinein (Abb. 4.43)

An benachbarten Endothelzellen, welche sich lumenseitig tiberlappen, konnten im
Bereich des Interzellularspaltes keine tight junctions angetroffen werden (Abb. 4.42).
Die Glykokalix der Endothelzellen der Vena jugularis ist bei allen untersuchten
Praparaten nur sehr schwach ausgebildet.

Basal grenzen die Endothelzellen iiber die Basalmembran den elastischen oder
kollagenen Fasern an, wodurch ein subendothelialer Spalt nicht zu erkennen ist
(Abb. 4.44).

Der Zellkern der Endothelzellen ist entsprechend der Form der Zellen duflerst
langgezogen und erstreckt sich nicht selten iiber die gesamte Lange der Endothel-
zelle. Zumeist sind die Kerne lumennah anzutreffen, sodass zwischen Zellkern
und flieSendem Blut oft weniger als 100-200 nm liegen. Die Oberfldche der Zell-
kerne ist unregelmaflig, zeigt meist tiefe Einsenkungen oder Ausstiilpungen. Im
Zellkern tiberwiegt der primdr zentral lokalisierte Anteil an Euchromatin tiber dem
Heterochromatin. Eine doppelte Kernmembran ist bei allen untersuchten Schnitten
gut erkennbar. Im Zytoplasma der Endothelzellen sind typische Zellorganellen
wie Mitochondrien, ER, Ribosomen, Lysosomen, Pinozytosebldschen und Golgi-
Apparate vorhanden.

4.2.1.3 Vasa vasorum der distalen Arterien

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Vasa vasorum wurden
gezielt Gefdfse in Betracht gezogen, welche von glatten Muskelzellen umgeben sind,
um myoendotheliale Verbindungen zu studieren. Der Durchmesser dieser Gefafse
lag im Durchschnitt bei 10-27 pm. Bei allen Gefédfsen bestand die innere GefdfSaus-
kleidung aus einem geschlossenen Verband von Endothelzellen. Eine ausgepragte

Glykokalix konnte bei keinem der betrachteten Vasa vasorum aufgezeigt werden.
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Abbildung 4.43 Ausschnitt aus der Tunica interna mit angrenzender Tunica media der V.
jugularis externa, Protrusion einer Endothelzelle der Vena jugularis ext. mit Zytoplas-
maausldufern (Pfeile); Pferd Nr. 4, E- Endothelzelle, N- Nukleus, El- elastische Fasern,

K- kollagene Fasern, F- Fibrozyt
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—_—
1000 nm

Abbildung 4.44 Ausschnitt aus der Tunica interna mit angrenzender Tunica media der
V. jugularis externa, flache Endothelzelle mit Zytoplasmaausldufern ins GefafSlumen
(Pfeile); Pferd Nr. 4, L- Lumen, E- Endothelzelle, N- Nukleus, El- elastische Fasern, K-

kollagene Fasern
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Vielmehr grenzt die apikale Zellwand der einzelnen Endothelzellen direkt an das
Lumen. Die Endothelzellen der Vasa vasorum sind geprégt von einer Vielzahl an
Zytoplasmafortsidtzen, welche unregelméfiig geformt in das Lumen hineinragen
oder auf benachbarten Endothelzellen liegen (Abb. 4.45 a).

Abbildung 4.45 Ausschnitt aus der Tunica media der A. digitalis palmaris com. II, Zell-
kontakte zwischen Endothelzellen eines Vas vasorum; Pferd Nr. 4; a) L- Lumen, E-
Endothelzelle, I- Interdigitationen, V- Vakuolen; Pb- pinozytotische Bldschen, Pfeil-
Hemidesmosomen; b) sehr schmale Endothelzellen mit kontinuierlicher Basalmembran
(Stern), angrenzendem Stratum subendotheliale (St), glatten Muskelzellen (My) und

elastischen Fasern (El), N- Nukleus, Ey- Erythrozyt

Die Endothelzellen selbst sind unregelméfliig geformt, erscheinen jedoch tiberwie-
gend langgezogen (Abb. 4.46 a). Die Kontaktfldche zu benachbarten Endothelzellen
erstreckt sich meist nur tiber eine kurze Distanz (Abb. 4.45 b).

Ein deutlicher Interzellularspalt kann bei der Betrachtung der Endothelzellen an
Vasa vasorum nicht dargestellt werden. Zum Teil liegen die Endothelzellen so dicht
aneinander, dass kein Interzellularspalt erkennbar ist. Im tiberwiegenden Teil ist
jedoch ein Interzellularspalt vorhanden, welcher sich tiber eine Distanz von 10
nm erstreckt. Basal sind Vakuolen, Pinozytose, Endo- und Exozytose zu erkennen
(Abb. 4.45 b).

Im Zytoplasma sind Lysosomen, Ribosomen, Golgi-Apparat und Mitochondrien
erkennbar (Abb. 4.45 a).
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Abbildung 4.46 Ausschnitt aus der Tunica media der A. digitalis palmaris com. II, Endo-
thelzellen der Vasa vasorum, Pferd Nr. 4, a) Langgestreckte Endothelzellen liegen
zirkuldr um das GefdfSlumen herum mit schmaler Kontaktfliche zu benachbarten
Endothelzellen und deutlichem Abstand zur angrenzenden glatten Muskulatur, Ey-
Erythrozyt, E- Endothelzelle; N- Nukleus, Pfeil- Hemidesmosomen, Stern- Basallamina,
St- Stratum subendotheliale, My- glatte Muskelzelle; b) Ubersicht der angrenzenden
glatten Muskulatur in der Tunica media, My- glatte Muskelzelle, Ey- Erythrozyt; c)

Endothelzelle mit kurzen (ca. 400 nm) Zytoplasmaausldufern ins Lumen
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Die Zellkerne der Endothelzellen erscheinen auffillig homogen in ihrer Form. Sie
zeigen stets eine glatte Oberfldche und sind teilweise oval bis kreisrund mit nur sehr
wenigen Ausstiilpungen an der Oberfldche. Die Doppelmembran der Zellkerne ist
nur schwach erkennbar. Im Zellkern tiberwiegt der Anteil an Euchromation iiber
Heterochromatin und ist vorzugsweise im Zentrum des Zellkerns lokalisiert. Bei
allen betrachteten Vasa vasorum ist eine deutliche Basalmembran zu erkennen,
welcher die Endothelzellen aufsitzen (Abb. 4.45 b).

Die Basalmembran hat eine konstante Starke von ca. 60 nm und ist kontinuierlich
im Verlauf. Die Entfernung zwischen Basallamina und Endothelzelle ist meist
konstant und erstreckt sich iiber eine Distanz von ca. 60-80 nm. Eine Membrana
elastica ist nicht erkennbar. Zwischen den Endothelzellen und den zirkular um
das Gefafs liegenden glatten Muskelzellen befindet sich ein subendothelialer Spalt.
Das Ausmafs des subendothelialen Spalts ist variabel. Im Spalt selbst befinden
sich Anteile von elastischen und kollagenen Fasern und vereinzelt Fibrozyten.
Ein enger Kontakt zwischen den Endothelzellen und den angrenzenden glatten
Muskelzellen, welcher tiber eine lingere Distanz zu verzeichnen wiére, ist nicht
erkennbar. Entsprechend ist der subendotheliale Spalt im Bereich des myoendothe-
lialen Kontaktes bis auf wenige Nanometer reduziert und im tibrigen Bereich im
Durchschnitt 17,86 um breit.
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5 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, klinisch relevante Blutgefdfse des Pferdes sowohl histo-
morphologisch als auch ultrastrukturell auf zelluldre und extrazellulare Kompo-
nenten zu untersuchen. Bislang liegen zu den genannten Schwerpunkten keine
systematischen Untersuchungen bei der Spezies Pferd vor.

Die in dieser Arbeit untersuchten Gefifie sind Applikationsort fiir diagnostische
und therapeutische Substanzen und an der Genese verschiedenere Erkrankungen
beteiligt. Daher sollen auch moégliche Ursachen der hdaufigen Ausbildung von
(Thrombo-) Phlebitiden und der Hamatombildung nach einer GefafSpunktion,

sowohl an den distalen GefédfSen als auch der Vena jugularis, diskutiert werden.

5.1 Qualitative Beschreibung der distalen Arterien
der VordergliedmaBe - Lichtmikroskopie

Die qualitative Beschaffenheit der unterschiedlichen Komponenten der hier un-
tersuchten arteriellen Gefafwéande deckt sich zum tiberwiegenden Teil mit den
Erkenntnissen des allgemein bekannten Aufbaus der Blutgefafie (LIEBICH, 2010).
Auffilligkeiten und Abweichungen des allgemein bekannten Aufbaus der arteriel-

len Gefafiwande werden in diesem Kapitel abgehandelt.
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5.1.1 Diskontinuierliche und mehrlagige Membrana elastica
interna

Beginnend mit der Tunica interna konnte festgestellt werden, dass die Membrana
elastica interna bei 2 von 35 von uns untersuchten Pferden (5,71%) nicht der
einlagigen kontinuierlichen Struktur entspricht. So ist diese zum Teil mehrlagig
und zeigt gelegentlich diskontinuierliche Bereiche. Die beschriebenen morpholo-
gischen Verdnderungen sind jedoch nicht iiber die gesamte Lange der Membrana
elastica interna erkennbar, sondern treten nur an einigen Bereichen auf (Abb. 4.1).
Benninghoff beschrieb an Arterien des Menschen dhnliche morphologische Auspra-
gungen, jedoch sieht er ein feines Netz an elastischen Fasern in der Tunica interna,
welches sich an der Grenze der Tunica media zur Membrana elastica interna
vereinigt (BENNINGHOFF, 1930). Heidenreich beschrieb Formen der Elastikade-
generation in der Tunica interna mit kompensatorischem Ersatz durch kollagene
Faser an Pulmonararterien des Pferdes. Sie fiihrte diese Ergebnisse sowohl auf das
Alter der Tiere als auch auf die Lokalisation des Gefaf3es zurtick (HEIDENREICH,
1960). So sind diese Verdnderungen an stark beanspruchten Regionen, an denen
die mechanische Belastung erhoht ist (Gefdflabzweigungen, Biegungen der Arterie)
deutlicher und auch bereits in jungem Alter nachgewiesen worden. Farand und
Kollegen sehen die parallel zum Blutfluss ausgerichteten elastischen Fasern der
Tunica interna als Gegenkraft zur longitudinal auf die GefdfSwand wirkende
Wandschubspannung (FARAND et al., 2007).

Ob eine erhohte Wandschubspannung oder durch Lokomotion hervorgerufene,
gesteigerte mechanische Belastung fiir die Mehrlagigkeit der Membrana elastica
interna verantwortlich ist, bleibt zu kldren.

5.1.2 Morphologie der elastischen Fasern in der Tunica media

Auspragung, Starke und Verlauf der elastischen Fasern variieren in der Tunica
media. Es besteht eine Abhédngigkeit sowohl von der Lokalisation der Fasern in
der Gefdafiwand selbst, als auch von der Lokalisation des Gefdfles im Tierkorper.
Die in der vorliegenden Studie betrachteten elastischen Fasern der Tunica media
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stellten sich als haarfeine, unregelmifiig geschlangelte und zum Teil auch gerade
verlaufende Linien dar, welche sowohl parallel aus auch rechtwinklig (perpendi-
kular) und schrédg zu den glatten Muskelzellen ausgerichtet sind und netzférmig
untereinander in Kontakt stehen. Dabei stellen sich parallele Fasern meist dicker
dar als rechtwinklig und schrig verlaufende Fasern (Abb. 4.2).

Farand beschrieb einen identischen Verlauf der elastischen Fasern in der Kanin-
chenaorta (FARAND et al., 2007). Verschiedene Untersuchungen stellten analog
dieser Studie fest, dass in der Tunica media dicke elastische Fibrillen durch ein
Netzwerk aus feinen elastischen Fasern untereinander in Kontakt stehen (KARRER,
1961; KEECH, 1960; PEASE und PAULE, 1960). Hermann Diirck beschrieb die
Erscheinung der elastischen Fasern in der arteriellen Tunica media als ein ,,Gewirr”,
das an Telegraphendrihte erinnert. Analog zu den vorliegenden Ergebnissen stellte
er fest, dass die Fasern sowohl parallel zum Gefaf3 als auch hdufig sich selbst
tiberschneidend und kreuzend auftreten (DURCK, 1907). Benninghoff festigte diese
Erkenntnisse an Untersuchungen des Menschen und fiigte hinzu, dass die Dicke
der Fasern variiert und sie im Querschnitt meist oval erscheinen (BENNINGHOFF,
1930). Bei der Spezies Pferd wurden die elastischen Fasern in der Tunica media
der muskuldren A. mediana als dufSerst diinne und feine Faserchen beschrieben,
welche in der Tunica media fast zu verschwinden erscheinen (BAUM, 1903).

5.1.3 Veranderungen im Verlauf der glatten Muskelzellen in der
Tunica media

Die glatten Muskelzellen reprédsentieren bei den hier betrachteten Gefdfsen in der
Tunica media den Hauptanteil. Eine Massenzunahme an glatten Muskelzellen bei
gleichzeitiger Verdrangung an elastischen- und kollagenen Fasern in peripheren
Arterien ist allgemein bekannt (BENNINGHOFF, 1930). Besonderes Augenmerk soll
an dieser Stelle eher auf den Verlauf der glatten Muskelzellen an besonders bean-
spruchten Stellen gerichtet werden. Thienel und Benninghoff dokumentierten einen
Wechsel des sonst zirkuldren Verlaufes um das Gefdfs an Gefdfsabgangen (THIENEL,
1902; BENNINGHOFF, 1930). Baum beschrieb eine dhnliche Anordnung der glatten
Muskelzellen bei den Gefédfien des Pferdes (BAUM, 1903). Zunéachst kann in der
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vorliegenden Arbeit ein Verlaufsrichtungswechsel der glatten Muskelzellen an
Gefédfsabzweigungen, von urspriinglich zirkulér in einen longitudinalen Verlauf,
bestdtigen werden. Wie bereits in Kap. 4.1.1 beschrieben, ist jedoch aufgefallen,
dass der Verlaufsrichtungswechsel auf die kontralaterale Seite eines Gefdflabgan-
ges beschrankt ist. Analog dieser Studie stellte Studier diese morphologische
Verdnderung in der Tunica interna bei der Zehenendarterie von Pferden auf der
kontralateralen Seite eines Gefdflabganges fest und beschrieb ebenso Einlagerungen
von langsverlaufenden Muskelzellen in der Tunica media (STUDIER, 1951). Somit
ist an dieser Stelle ein moglicher Zusammenhang zu der Intimaverdickung an
Gefdfiabzweigungen erkennbar. Es ist moglich, dass sich sowohl die Tunica interna
als auch die Tunica media entsprechend der stromungsregulatorischen Verhéltnisse
adaptieren. Clark und Glagov duflerten eine dhnliche Vermutung. Sie gehen davon
aus, dass sich die glatten Muskelzellen und die elastischen Fasern entsprechend der
Zugrichtung in der GefdfSwand ausrichten (CLARK und GLAGOV, 1985). Glagov
erweiterte diese These und postuliert, dass der gesteigerte intramurale Druck, wel-
cher an Gefaflabzweigungen auf die Gefdflwand einwirkt, {iber die Tunica media
auf die Tunica externa tibertragen wird und somit Einfluss auf die Morphologie
der Adventitia hat (GLAGOV et al., 1992). Verdnderungen dieser Art konnen bei
den hier untersuchten Arterien nicht feststellen werden.

5.2 Quantitative Analyse der GefaBwand

5.2.1 Lumendiameter

Es besteht eine Reduktion des Lumendiameters von proximal nach distal. Be-
dingt durch die Entfernung der Entnahmestellen, ist die Reduktion von G1-G2
(hier betrdgt der Abstand je nach Grofle des Pferdes 20-30 cm) deutlicher als
von G2-G3 (Abstand 5-10 cm). Dieses Ergebnis deckt sich mit der beschriebenen
kontinuierlichen Abnahme des arteriellen Gefdfidurchmessers im proximo-distalen
Verlauf (LIEBICH, 2010). Bezieht man das Alter der Pferde in die Untersuchung ein,
so ldsst sich erkennen, dass eine signifikante Einengung des Gefafidurchmessers
von mittelalten (8-16 Jahre) zu dlteren Pferden (17-24 Jahre) deutlich wird. Dies
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konnte jedoch ausschliefslich an der proximalsten Entnahmestelle (G1) nachge-
wiesen werden. Zimmermann und Kollegen (1927) stellten hingegen in ihren
Untersuchungen fest, dass die Weite der Arterien (insbesondere Aorta; Truncus
brachiocephalicus) bei Huftieren im Allgemeinen mit dem Alter zunimmt (ZIM-
MERMANN, 1926). Plank und Kollegen analysierten die Aorta und Pulmonararterie
des Menschen mit zunehmendem Alter mit gleichem Ergebnis (PLANK et al.,
1980). Ebenso berichten Najjar, Yildiz und Laurent iiber eine Lumenerweiterung
der Aorta (NAJJAR et al., 2005), der Koronararterien (YILDIZ, 2007) und der A.
carotis communis (LAURENT, 2012) mit zunehmendem Alter beim Menschen,
welche unabhéngig von pathologischen Prozessen stattfindet. An peripheren
Arterien jedoch (A. mesenterica cran.) konnten Zimmermann und Mitarbeiter
analog der vorliegenden Studie Einengungen des Gefdfflumens mit zunehmendem
Alter feststellen. Diese Einengung fiihrten Sie auf die Zunahme der Wanddicke
(insbesondere der Tunica media) mit steigendem Alter zuriick (ZIMMERMANN,
1926). Diese Feststellung kann durch die vorliegende Arbeit bestétigt werden.
Innerhalb derselben Tierart hat die Rasse einen erheblichen Einfluss auf die Weite
des Gefdfirohres (ZIMMERMANN, 1926). So zeigen die Arterien der Kaltbliiter die
weitesten und die Pferde der Gebirgsrassen (kleine Rassen) die engsten Lumina.
Da nach diesen Ergebnissen das Korpergewicht der Pferde keinen Einfluss auf
die Weite des Gefdfsrohres hat, stellt sich die Frage, ob stattdessen die grofsere
Korperhohe der Kaltbliiter Einfluss auf die Zunahme der Gefiafislumina haben

kann.

Entgegen dieser Ergebnisse zeigte Wolinsky, dass das Korpergewicht der Tiere
einen Einfluss auf die Weite des inneren Gefafsdurchmessers hat (WOLINSKY, 1967).
Der Einfluss der Koérpermasse soll bei Tieren < 50 kg deutlicher sein als bei Tieren >
50 kg. Pferde wurden in diese Studie nicht einbezogen. Zimmermann postulierte
zusitzlich, dass sowohl bei Pferd, Rind, Schwein und Schaf als auch beim Menschen
maénnliche gegeniiber weiblichen oder kastrierten Individuen weitere arterielle
Gefafllumina aufweisen (ZIMMERMANN, 1926). Bei den hier vermessenen Gefafsen
konnte diese Tatsache nicht bestdtigt werden. Es ist jedoch zu erwédhnen, dass
sich das Untersuchungsmaterial von Zimmerman, entgegen der vorliegenden
Untersuchung, auf herznahe oder zumindest abdominal gelegene Arterien erstreckt
hat.

98



KAPITEL 5. DISKUSSION

5.2.2 Tunica interna - Abweichungen der sonst
kontinuierlichen Beschaffenheit

Die Dicke der innersten GefafSwandschicht zeigt weder im proximo-distalen Verlauf
noch in Abhdngigkeit verschiedener biologischer Parameter signifikante Verdande-
rungen. Im Durchschnitt aller untersuchten Geféfse betragt die Dicke der Tunica
interna 6,89 nm. Heidenreich beschrieb bei der Untersuchung von Lungenarterien
des Pferdes eine jenseits des 10. Lebensjahres eintretende bindegewebige Umwand-
lung der Tunica interna (HEIDENREICH, 1960). Sie beschreibt eine Dickenzunahme
um das mehrfache der urspriinglichen Stirke, hervorgerufen durch eine Zunahme
an subendothelialen Bindegewebsschichten und Einlagerung kollagener Fasern.
Li et al. konnten eine Verdickung der Tunica interna, bedingt durch Einlagerung
von extrazelluldrer Matrix und zelluldaren Komponenten, an der Aorta von Ratten
analog den Untersuchungen von Heidenreich bestétigen (LI et al., 1999). Da beide
Studien an herznahen Arterien durchgefiihrt wurden, stellt sich die Frage, ob diese
Intimaverdickungen im Alter auch an distalen muskuldren Arterien der Pferde
auftreten. Anhand der vorliegenden Studie kann diese These zunédchst verneint
werden. Interessant ist, dass sdmtliche Altersverdnderungen an besonders stark
beanspruchten anatomischen Stellen, wie Aufgabelung des Gefdfies oder Abgiange
von Seitendsten in verstarktem MafSse aufgetreten sind (HEIDENREICH, 1960). Die
Intimapolster an Gefdflabgdngen konnte sowohl in dieser als auch in einer von
Studier geleiteten Studie 1951 bestitigt werden (STUDIER, 1951). Intimapolster sind
gepragt durch Einlagerung von glatten Muskelzellen und kollagenen Fasern. Somit
erscheint das Endothel von der Membrana elastica interna abgehoben (STUDIER,
1951). Gegentiber diesen Resultaten bei Intimapolstern, konnte in der vorliegenden
Arbeit bei Intimaverdickungen nur vereinzelt bis keine glatten Muskelzellen in der
Tunica interna festgestellt werden (Abb. 4.15). Mit 59% stellt der muskulo-fibrilladre-
Typ den Hauptanteil der Intimaverdickungen, iiber den rein muskulédren (28%) und
den bindegewebig-muskuldren Typ mit viel Interzellularsubstanz (18%) (STUDIER,
1951). Es ist moglich, dass turbulente Stromungen im Bereich von Gefdfsabgangen
und somit hamodynamische Verdnderungen diese strukturellen Verdanderungen
der Tunica interna als auch der Tunica media (Kap. 5.2) induzieren und strémungs-
regulatorisch wirksam sind. Studier (1951) konnte diese blutflussregulierende

Einrichtung in Form von Intimapolstern sowohl schon bei sehr jungen als auch bei
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alteren Pferden aufzeigen, sodass eine Altersassoziation fraglich erscheint. Ahn-
liche Erkenntnisse erlangte auch Thienel bereits 1902 bei seiner mikroskopischen
Untersuchung der Schultergliedmafle des Pferdes (THIENEL, 1902). Jedoch sind in
seinen Studien Verdickungen der Tunica media an der gegentiberliegenden Seite
von Gefédfsabgéangen als stromungsregulatorische Einheiten beschrieben worden
und keine Intimaverdickungen, wie es bei Heidenreich und in unserer Studie der
Fall ist. Interessanter Weise kann diese Form der Verdickung der Tunica media
nicht bestdtigt werden, jedoch ist ein Wechsel der Verlaufsrichung der glatten
Muskelzellen an der gegentiberliegenden Seite von Gefdfiabgéngen vorhanden
(Abb. 4.3; 4.4). Zusitzlich sieht Thienel eine Dickenzunahme und Mehrschichtigkeit
der Tunica interna mit Zunahme der Grofse von Arterien. Dies kann jedoch an
den hier untersuchten Arterien nicht bestétigt werden. Kiirzlich konnte an Koro-
nararterien beim Kanninchen gezeigt werden, dass entziindliche Prozesse in den
Gefdafswanden zu Verdickungen der Tunica interna im Bereich der Entziindung
tithren (FUJII et al., 2016). Ebenso fiihrt der Befall mit Strongylus vulgaris beim
Pferd an der A. ileocolica zur deutlichen Verdickungen der Tunica interna im
Bereich der parasitdren Infektion (PILO et al., 2012).

5.2.2.1 Zirkulare Intimaverdickung

Die bisher beschriebenen Dickenzunahmen der Tunica interna beschréanken sich
vermutlich auf physiologische, lokal vorkommenden strémungsregulatorische
Einrichtungen. Bei zwei von 36 Pferden (Pferd Nr. 8+11) in dieser Studie konnten
Verdickungen der Tunica interna dargestellt werden, welche sich zirkuldr um das
GefédfSlumen erstrecken und das 5-10 fache der durchschnittlichen Intimadicke
betragen. Da der Ort der Blutgefafientnahme bei allen Pferden definiert war, ist
davon auszugehen, dass kein Gefaflabgang oder eine anatomische Besonderheit bei
diesen beiden Pferden an der Entnahmestelle vorlag, sodass von einer moglichen
pathologischen Genese der Intimaverdickung ausgegangen werden kann. Pferd
Nr. 8 wurde als Rennpferd im Leistungssport viele Jahre eingesetzt und im Alter
von 24 Jahren geschlachtet. Pferd Nr. 11 wurde wegen chronischer Hufrehe und
anschlieBender Hufdeformation euthanasiert. Ahnliche Verdnderungen der Intima

mit vermehrt eingelagerten elastischen Fasern und glatten Muskelzellen im Stratum
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subendotheliale stellte Jores im Rahmen von pathologischen Prozessen (Endarteri-
tis, Arteriosklerose) fest (JORES, 1903, 1898). Grundsatzlich sieht Jores das Stratum
subendotheliale als Ort der physiologischen (Gefdfiabgéange) und pathologischen
(Arteriosklerose) Substanzzunahme bei Intimaverdickungen. Einen kompletten Ver-
schluss der Digitalarterien bei Pferden, welche an Podotrochlose erkrankten, stellte
Fricker in seinen Untersuchungen fest (FRICKER et al., 1982). Histologische Untersu-
chungen an vollstindigen Gefidf3verschliissen spiegeln das Bild eines organisierten
Thrombus wieder. Partielle Verschliisse bzw. Lumeneinengungen lassen das Bild
einer im Sinne der Endarteritis obliterans veranderten GefdfSwand erkennen (STU-
DIER, 1951; FRICKER et al., 1982). Oppenheim beschreibt eine dhnliche Form der
Intimaverdickung, welche er auf das Alter zuriickfiihrte (OPPENHEIM, 1918). Zwei
aktuelle Studien von Najjar et al. und Lakatta zeigen, dass sich bei zentralen elasti-
schen Arterien (Aorta) Intimaverdickungen, unabhingig von Gefédfierkrankungen,
bei gesunden Menschen, bereits im mittleren Alterssegment zeigen (NAJJAR et al.,
2005; LAKATTA, 2003). Versteifung der Blutgefdfie und endotheliale Dysfunktion
sehen die Autoren als mogliche Ursache. Obgleich beide hier betrachteten Pferde
(17 und 24 Jahren) ein hohes Alter haben, sind dennoch bei gleichaltrigen und
auch dlteren Pferden dhnliche generalisierte Intimaverdickungen nicht erkennbar.
Ob die Nutzungsart des einen oder die Erkrankung des anderen Pferdes fiir
die morphologischen Verdnderungen verantwortlich sind, bleibt fraglich. In den
beiden nachfolgend aufgefiihrten Studien sind jeweils pathologische Prozesse
fir das Auftreten von zirkuldren Intimaverdickungen verantwortlich. So konnte
Buck im Rahmen seiner experimentellen Studien zirkuldre Intimaverdickungen
und Duplikationen der Membrana elastica interna an der A. carotis communis
bei Ratten nachweisen (BUCK, 1961). Ebenso sind zirkuldre Intimaverdickungen
im Rahmen der Atherosklerose des Menschen bekannt und vielfach beschrieben
worden (SUBBOTIN, 2012).

5.2.3 Tunica media - Gewichts- und altersabhangige
Dickenzunahme

Im proximo-distalen Gefafiverlauf ist eine Reduktion der Wanddicke (Dicke der
Tunica media) erkennbar. Diese Reduktion ist signifikant zwischen G1-G2 und
G1-G3. Hier spielt vermutlich die Distanz der Entnahmestellen eine entscheidende
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Rolle fiir die nur schwach ausgepragte Reduktion zwischen G2-G3. Kérpergewicht
und Rasse der Pferde haben keinen Einfluss auf die Abnahme der Wandstarke im
proximo-distalen Verlauf. Uber den Einfluss dieser biologischer Parameter auf die
Gefaflwandstdrke der hier untersuchten distalen Geféfie liegen keine Quellen vor.
Wolinsky untersuchte den Einfluss des Korpergewichtes verschiedener Tiere auf
die Wanddicke (Tunica media) der Aorta (WOLINSKY, 1967). Er stellte fest, dass
bei Tieren < 20 kg eine deutliche Abhingigkeit zwischen dem Koérpergewicht und
der Wanddicke besteht. Hier steigt je 1 kg Korpergewicht die Dicke der Tunica
media um 0,5 mm an. Geringe bis keine Abhédngigkeit sieht Wolinsky bei Tieren
tiber 50 kg. Diese Erkenntnisse stehen im Wiederspruch zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. Entgegen dem geringen Einfluss des Korpergewichtes auf
das GefafSlumen, zeigt sich hier eine deutliche Abhédngigkeit zur Dicke der Tunica
media. Wie Abb. 4.19 deutlich macht, steigt mit zunehmendem Korpergewicht die
Dicke der Tunica media an. Dieser Anstieg ist im G1 am deutlichsten zu erkennen.
Kiirzlich konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die Tunica media der Aorta bei
schweren Pferderassen (Friesen) im Vergleich zu Warmblutpferden eine deutlich
dickere Tunica media aufzeigt (SAEY et al., 2016). Eine weitere interessante Studie
von Goetz tiber die Dicke der arteriellen Gefaffwand der Giraffe zeigt, dass diese
Tiere eine wesentlich dickere GefafSwand (insbesondere Tunica media) als andere
Saugetiere aufweisen (GOETZ, 1958). Es stellt sich nun die Frage, ob die Kérperhohe,
welche mit steigendem Gewicht einhergeht eher fiir die Wanddickenzunahme
verantwortlich ist als das Gewicht selbst. Es scheint moglich, dass diese Wand-
dickenzunahme bis in periphere Arterien ein adaptives Verhalten widerspiegelt,
welches auf den gesteigerten systolischen Blutdruck (bis 220 mmHg) (VON EN-
GELHARDT und AHRENS, 2005) bei hochgewachsenen Tieren reagiert. London
und Kollegen zeigten in einer Studie am Menschen, dass die Korpergrofse und
der systolische Blutdruck positiv korrelieren (LONDON et al., 1995). Demzufolge
wadre die Dickenzunahme der Tunica media in peripheren Arterien mit steigendem
Gewicht auf das Grofslenwachstum zuriickzufiihren und dementsprechend eine
physiologische Adaptation auf himodynamische Gegebenheiten (z.B. Blutdruck).
Diese Vermutung konnte durch die folgende Studie gestiitzt werden: Ratzlaff und
Kollegen zeigten, dass die intramuralen Druckverhiltnisse in den distalen Gefafsen
der Pferde sowohl in Ruhe als auch in Bewegung Extremwerte erreichen (RATZLAFF
et al., 1985). So sind wahrend normaler Belastungen Werte von 500 mmHG in den
digitalen palmaren Venen gemessen worden. Diesen extremen Druckbelastungen
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entgegnen die Venen mit einer Dickenzunahme der Gefafiwande (KEEN et al., 2008;
ALLEN et al., 1990).

Blutdruckveranderungen und Turbulenzen im Blutfluss (Gefdflabzweigung) wer-
den von Glagov als ,shear stress” oder ,,shear forces” bezeichnet, woran sich Gefafse
entsprechend adaptieren (GLAGOV et al., 1992; MULVANY und AALKJAER, 1990).
In mehreren interessanten Studien wurde gezeigt, dass Gefédfse bei gesteigertem
,shear stress” mit einer Wandverdickung reagieren, bis der normal auf die Wand
wirkende Druck von 15 dyn/cm? wiederhergestellt ist (ZARINS, 1987; KAMIYA
und TOGAWA, 1980). Im Gegenzug proliferieren glatte Muskelzellen bei Reduktion
der ,shear forces”und migrieren aus der Tunica media in die Tunica intima um
eine Lumeneinengung zu induzieren und den Druck auf die Gefafswand wieder
auf den Normalwert von 15 dyn/ cm? herzustellen (ZARINS et al., 1983; GLAGOV,
1989).

Thienel stellte bereits 1902 bei seinen Untersuchungen fest, dass die Auspragung
der Tunica media entscheidend davon abhingt, in welches Gewebe die Arterien
eingebettet sind (THIENEL, 1902). So erkannte er, dass z.B. die A. circumflexa
humeri anterior beim Pferd in dem Bereich, wo die Arterie dem Knochen direkt
aufliegt, die Wanddicke um das 4- fache geringer ausfallt als auf der gegeniiber
liegenden knochenfernen Seite der Gefdfswand. Er stellte fest, dass immer dort, wo
kein Gegendruck durch starke Muskelbduche oder Knochen vorhanden war, die
Tunica media bedeutend starker ausgeprégt ist (THIENEL, 1902). Bezieht man diese
Erkenntnis auf die vorliegende Studie, so ist zu erwdhnen, dass keines der distalen
Geféfse in Muskulatur eingebettet ist. Vielmehr verlaufen die Gefdf3e parallel zu
Sehnen und Bandern und sind in lockeres Bindegewebe gehtillt. Eine generalisierte
Wandverdickung wiirde die fehlende Unterstiitzung durch Muskulatur bei den
hier betrachteten Gefdfsen kompensieren.

Betrachten wir den Einfluss des Alters der Pferde auf die Dicke der Tunica media, so
ist analog des Korpergewichtes eine deutliche Abhédngigkeit erkennbar. Sowohl bei
G1 als auch bei G2 steigt mit dem Alter die Dicke der Tunica media signifikant an.
Keine signifikante Zunahme konnte beim distalen Gefafs G3 verzeichnet werden.
Heidenreich beschrieb eine kontinuierliche Dickenzunahme der Tunica media
(A. pulmonalis) beim Pferd bis zu einem Alter von 5 Jahren (HEIDENREICH,

1960). Dies ist vermutlich auf das kontinuierliche Wachstum der Pferde bis ins
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das 5.-6. Lebensjahr zuriickzufiihren. Die weitere Dickenzunahme der Tunica
media bei Tieren jenseits dieses Alters ist vermutlich nicht dem physiologischen
Wachstum der Pferde geschuldet. Plank schilderte ebenso eine altersabhangige
Dickenzunahme der Tunica media an Lungenarterien beim Menschen (PLANK et al.,
1980). In einer im Jahre 2010 durchgefiihrten Studie von Bjarnegard und Lanne
wurde die A. brachialis des Menschen, dhnlich dieser Studie an 3 definierten Stellen
(proximal, medial, distal) u.a. auf die Parameter Lumendiameter und Wanddicke
im Alter untersucht (BJARNEGA RD und LANNE, 2010). Interessanterweise dhneln
die Ergebnisse von Bjarnegard und Lianne vom Menschen den erhobenen Daten
dieser Studie an der distalen Gliedmafle des Pferdes. Eine deutliche Zunahme der
Wanddicke mit zunehmendem Alter ist auch hier vornehmlich an der proximalen
Stelle zu erkennen. Nur eine schwache Zunahme der Wanddicke ist an der mittleren
und distalen Stelle zu verzeichnen gewesen (BJARNEGA RD und LANNE, 2010).

Abschlieflend soll der Zusammenhang zwischen Lumendiameter und Dicke der Tu-
nica media dargestellt werden (Abb. 4.20). Grundsétzlich besteht keine Korrelation
dieser beiden Parameter bei den hier untersuchten Gefafien. Es ist jedoch zu er-
wihnen, dass sich das Verhiltnis beider Parameter zueinander mit zunehmendem
Alter angleicht und bei G1 sogar umkehrt. Dies bedeutet, dass junge Pferde eine
diinnere Wand bei gleichzeitig groffem Lumen aufweisen. Im Verlauf des Alters
wird die GefdfSwand dicker mit entsprechender Einengung des Lumens. Somit
kann an dieser Stelle die These von Zimmermann (siehe 5.2.1), dass die Einengung
des Lumens im Alter mit einer Zunahme der GefdfSwandstédrke einhergeht, auch
an peripheren muskuldren Gefiafien bestétigt werden. Beim proximalen Gefafs (G1)
zeigt sich, dass die Tunica media dicker ist als das GefafSlumen selbst. Wolinsky
fithrte eine Studie an der Aorta von verschiedenen Tierspezies durch, mit dem Ziel
einen Zusammenhang zwischen Lumendiameter und Wanddicke zu erhalten (Wo-
LINSKY, 1967). Er konnte eine klare lineare Abhangigkeit feststellen. Unabhédngig
von Spezies und Korpergewicht, verdickt sich die Aortenwand um 0,05 mm, je 1
mm Zunahme des Aortendiameters. Er sieht diesen Zusammenhang als ein adap-
tives Verhalten der Aortenwand gegentiber gesteigerten Druckverhiltnissen. An
peripheren muskulédren Arterien dieser Studie kann dieser lineare Zusammenhang
nicht dargestellt werden.
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5.2.4 Flache Tunica media und Tunica externa

Die Flachenanteile der Tunica media und externa wurden bestimmt, um in spéteren
Untersuchungen die Dichte der Vasa vasorum in den entsprechenden Gefafswand-
schichten zu ermitteln. Uber den Flichenanteil der Tunica media und externa bei
den hier betrachteten Gefédfsen liegen bislang keine Quellen vor. Analog zur Dicke
der Tunica media konnte eine Abnahme der Flache im proximo-distalen Verlauf
festgestellt werden. Auch hier, vermutlich bedingt durch die Distanz der einzelnen
Entnahmestellen zueinander, ist eine sehr viel deutlichere Reduktion der Flache der
Tunica media von G1 zu G2 (47,6%) als von G2 zu G3 (14,3%) erkennbar. Ebenso
verhdlt es sich mit dem Flachenanteil der Tunica externa. Ein signifikanter Abfall
ist ausschliefslich von G1 zu G2 und von G1 zu G3 ermittelbar und scheint ab G2 in
distaler Richtung zu sistieren. Entgegen Alter, Rasse und Geschlecht der Pferde, hat
die Koérpermasse der Tiere einen wesentlichen Einfluss auf die Flachenanteile der
einzelnen Wandschichten. Die Kérpermasse korreliert positiv mit der Flache der
Tunica media und externa. Zusatzlich besteht eine lineare Abhéngigkeit zwischen
Flache und Dicke der Tunica media.

5.2.5 Vasa vasorum

5.2.5.1 Qualitative Analyse

Die fiir die Eigenversorgung der grofien Gefédfie (Arterien und Venen) verantwort-
lichen Vasa vasorum waren bei allen untersuchten Tieren sowohl in der Tunica
media als auch in der Tunica externa deutlich zu erkennen. Der iiberwiegende Teil
der Vasa vasorum befindet sich in den dufSeren 2/3 der Tunica media und in der
Tunica externa. Heistadt et al. und Witter et al. konnten gleiche Resultate wihrend
ihrer Untersuchungen der Aorta von Hund und Mensch (HEISTAD et al., 1981) als
auch beim Schwein (WITTER et al., 2010) feststellen.

Kwon et al. stellten eine netzartige Verflechtung der Vasa vasorum mit Hilfe der
3D Computertomographie an Koronararterien von Schweinen dar (KWON et al.,
1998). Die Arbeitsgruppe beschreibt die Vasa vasorum entsprechend des Verlaufes
als Vasa vasorum 1. Klasse (verlaufen longitudinal zwischen Tunica media und
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Adventitia) und Vasa vasorum 2. Klasse, welche aus den Vasa vasorum 1. Klasse

entspringen und das Gefafs zirkular umgeben.

Bedingt durch die Vielzahl an quer, lings und schrig angeschnittenen Vasa va-
sorum, ist davon auszugehen, dass in der vorliegenden Studie ein Netzwerk von
Vasa vasorum an herzfernen muskulédren Arterien der Pferde vorliegt. Unabhingig
vom Verlauf der Vasa vasorum differenzieren Gossl et al. entsprechend des Ur-
sprungs der Vasa vasorum und unterscheiden Vasa vasorum interna (Ursprung im
Hauptgefafs selbst), Vasa vasorum externa (Ursprung aufierhalb des Hauptgefifles)
und venodse Vasa vasorum (Entstehung in Gefdflwand des Hauptgefdfies und
Miindung in parallel verlaufender Vene) (GOSSL et al., 2003). Uber den Ursprung
und die Miindung der hier betrachteten Vasa vasorum konnen keine Aussagen
getroffen werden. Zusétzlich stehen die oben beschrieben Typen von Vasa vasorum
stets tiber Anastomosen untereinander in Kontakt und sind nicht separat zu
betrachten (MULLIGAN-KEHOE, 2010; GOSSL et al., 2003). Es ist bekannt, dass das
Geflecht an Vasa vasorum analog der dichotomen Gefdffaufzweigung des normalen
Blutgefafisystems vorliegt. So verringert sich der innere Gefafidurchmesser mit
jeder Aufzweigung bis zur Kapillargrofie (MULLIGAN-KEHOE, 2010). Entsprechend
der vorliegenden Daten konnen diese Ergebnisse auch an peripheren muskulédren
Gefédfien bestdtigen werden. Ebenso beschrieben Wolinsky und Glagov bereits 1967
Vasa vasorum in der Tunica externa mit mehreren Lagen glatter Muskelzellen,
welche beim Eintritt in die Tunica media die glatten Muskelzellen verlieren,
um schliefllich als endotheliale Kandlchen in das Kapillarbett der Gefafiwand
tiberzugehen (WOLINSKY und GLAGOV, 1967).

5.2.5.2 Quantitative Analyse

Neben den Nervi vasorum haben auch die Vasa vasorum in der Tunica externa
entscheidenden FEinfluss fiir die Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen
der Gefafswand (GINGRAS et al., 2009; DAMON, 2005; HEISTAD und MARCUS,
1979). Sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen Prozessen der
Blutgefaflwand sind die Vasa vasorum in direktem Mafle beteiligt (MULLIGAN-
KEHOE, 2010; MANFRINI et al., 2008; RITMAN und LERMAN, 2007; WILLIAMS und
HEISTAD, 1996; BARKER et al., 1993; IMAIZUMI et al., 1989). In der vorliegenden
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Untersuchung konnte festgestellt werden, dass die quantitative Auspragung der
Vasa vasorum in der Tunica externa ausschliefslich durch die zur Verfiigung
stehende Fldche beeinflusst wird. Je grofler die Fliche der Tunica externa, desto
mehr Vasa vasorum konnten identifiziert werden. Somit besteht eine positive
Korrelation zwischen Flache der Tunica externa und Anzahl an Vasa vasorum in
der Tunica externa, welche bei G1 stark (r=0,8) und mittelgradig bei G2 (0,54) und
G3 (r=0,58) ist. Weder Lokalisation noch Alter oder Geschlecht {iben einen Einfluss
auf die Anzahl der Vasa vasorum in der Tunica externa an distalen Gefafden des
Pferdes aus. Analog der vorliegenden Erkenntnisse konnten Lusztig und Kollegen
bei der Analyse der Aortenadventitia beim Menschen feststellen, dass weder das
Alter noch das Geschlecht der Menschen einen Einfluss auf die Anzahl der Vasa
vasorum in der Tunica externa haben (LUSZIG und MAK, 1974).

Bei der Analyse der Vasa vasorum in der Tunica media konnte gezeigt werden, dass
hier die Lokalisation des zu versorgenden Geféfies einen Einfluss auf die Anzahl
an Vasa vasorum hat. Unabhidngig vom Alter der Pferde, fallt von proximal nach
distal die absolute Anzahl an Vasa vasorum in der Tunica media ab (siehe 4.28).

Galili und Mitarbeiter stellten 2004 die Hypothese auf, dass sich sowohl Anzahl als
auch Dichte der Vasa vasorum in der Gefdfswand entsprechend der Lokalisation
des zu versorgenden GefédfSes dndert (GALILI et al., 2004). Das Forschungsteam
konnte an Gefdfien der Spezies Schwein zeigen, dass sowohl Anzahl als auch Dichte
der Vasa vasorum von herznahen (Koronararterien) zu herzfernen (A. femoralis)
Geféfien abnimmt. Entsprechend dieser Ergebnisse, kann die These von Galili et
al. auch an den distalen Geféfsen des Pferdes bestétigt werden. Zusitzlich wurde
festgestellt, dass sowohl die Dicke der Tunica media als auch die Fliche der Tunica
media mittelgradig positiv mit der Anzahl an Vasa vasorum in der Tunica media

korrelieren.

Baum stellte wiahrend seiner Studien ebenso fest, dass Gefafstyp und Wanddicke die
Anzahl an Vasa vasorum in der Gefdffwand dahingehend beeinflussen und dass bei
Gefafien mit dicken Wanden mehr Vasa vasorum anzutreffen sind (BAUM, 1903).
Vermutlich ist die Reduktion der Wanddicke vom Herzen in die Peripherie fiir die
gleichzeitige Reduktion der Vasa vasorum in der Gefaflwand verantwortlich. Der
Ausbau des Gefidfinetzes an Vasa vasorum und damit einhergehende Regulation

der absoluten Anzahl an Vasa vasorum, stellt die addquate Sauerstoffversorgung in
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der Gefdafswand sicher. Barker und Kollegen sehen in der zu versorgenden Flache
der GefafSwand und deren Bedarf an Sauerstoff das entscheidende Kriterium
fir die Ausbildung an Vasa vasorum (BARKER et al., 1993). Entgegen der bislang
aufgefiihrten Ergebnisse (inkl. der vorliegenden Studie) stellten Tonar et al. kiirzlich
bei ihrer Untersuchung iiber die quantitative Auspriagung der Vasa vasorum in
Varizen fest, dass die Anzahl an Vasa vasorum mit zunehmender Wanddicke
abfillt. Sie konnten eine schwache negative Korrelation (Spearman R= -0,25)
feststellen (TONAR et al., 2012).

Waéhrend sich die Tunica interna grofler Arterien stets frei von Vasa vasorum
zeigt, konnte an atherosklerotisch verdnderten Arterien gezeigt werden, dass Vasa
vasorum bis in die Tunica interna vordringen (WILLIAMS und HEISTAD, 1996).
Verursacht durch die lumenseitigen atherosklerotischen Plaques, verdickte sich
die Gefdafswand, sodass hypoxische Areale in der Gefdfswand entstanden. Diese
Hypoxie in Verbindung mit der verdickten Gefafiwand sehen auch Williams und
Heistad als entscheidenden Stimulus fiir das Vordringen der Vasa vasorum in die
Tunica interna (WILLIAMS und HEISTAD, 1996). Vielleicht ist dies auch der Grund,
weshalb herznahe GefdfSe in den GefdfSwanden im Vergleich zu peripher gelegenen
Gefédflen mehr Vasa vasorum besitzen.

Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen dem Gewicht der Pferde und der
Anzahl an Vasa vasorum in der Tunica media festgestellt werden. Da bereits gezeigt
wurde, dass mit steigendem Korpergewicht der Pferde die Dicke der Tunica media
zunimmt, ist davon auszugehen, dass der gezeigte Einfluss der Korpermasse
auf die Anzahl der Vasa vasorum in der Tunica media eher auf die Zunahme
der Wanddicke als auf das Gewicht selbst zuriickzufiihren ist. Diese Annahme,
wird durch die Tatsache gestiitzt, dass die Kérpermasse keinen Einfluss auf die
Anzahl an Vasa vasorum in der Tunica externa hat. Die Anteile der einzelnen
Wandkomponenten, glatte Muskelzellen, elastische und kollagene Fasern der
Tunica media, haben keinen Einfluss auf die Anzahl an Vasa vasorum in der Tunica
media. Steubesand sieht entgegen diesen Ergebnissen die Art und Verteilung
der Wandkomponenten als entscheidendes Kriterium fiir den Auspragungsgrad
der Vasa vasorum (STEUBESAND, 1959). Da sich die Wandkomponenten bei einer
Dickenzunahme der Tunica media (herznahe Gefaf3e) zu Gunsten der elastischen

Fasern verschieben, wire es an dieser Stelle interessant zu untersuchen, ob hier
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nicht die Wanddicke selbst anstelle der verdanderten Faseranteile den Hauptstimu-
lus fiir die Zunahme an Vasa vasorum ausiibt. Eine Erkldrung fiir die Ergebnisse
konnte die konstante Verteilung der Komponenten bei allen untersuchten Gefafsen
sein (siehe Abb. 4.2).

Die Dichte an Vasa vasorum bei den hier betrachteten Gefdfsen betrdgt in der Tunica
externa 9,3 Vasa vasorum/mm? und in der Tunica media 4,2 Vasa vasorum/mm?.
Die Dichte der Vasa vasorum ist bei beiden Wandschichten unabhédngig von Alter,
Rasse und Geschlecht der Pferde. Es konnte gezeigt werden, dass der Hauptanteil
der Vasa vasorum in der Tunica externa verlduft und deutlich zur Tunica media
abfallt. Der Abfall betragt 46%. McGeachie bestimmte an 20 adulten Ratten die
Dichte der Vasa vasorum in der Tunica externa der A. iliaca (MCGEACHIE, 1982).
Zundchst konnte er eine enorme Varianz in der quantitativen Auspragung feststel-
len. Die Spanne reichte von 0-124 Vasa vasorum/mm?. Im Mittel betrug die Dichte

33,95429,86 Vasa vasorum/mm?.

5.2.5.2.1 Avaskulére Zone in der Tunica media Die quantitative Auspragung
der Vasa vasorum ist iiber das Blutgefafssystem sehr variabel verteilt (GALILI et al.,
2004). Es ist festzustellen, dass ab einer bestimmten GefiafSwanddicke die Vasa
vasorum fiir eine addquate Versorgung der Tunica media verantwortlich sind. Im
Rahmen experimenteller Versuche konnte dies bewiesen werden. So entstanden
durch Ligatur der adventitiellen Vasa vasorum Nekrosen im mittleren Drittel
der Tunica media (HEISTAD und MARCUS, 1979). Neben der unterstiitzenden
Versorgung durch Vasa vasorum, vollzieht sich die nutritive Versorgung der Ge-
fafwéande durch lumenseitige Diffusion, welche jedoch auf die Tunica interna und
lumennahe Bereiche der Tunica media begrenzt ist (WERBER und HEISTAD, 1985).
Entsprechend dieser Grundlage wird eine vaskuldre und eine avaskuldre Zone der
Gefafiwand unterschieden, auch subintimale Mediazone genannt (RITMAN und
LERMAN, 2007). Bei den in dieser Arbeit prasentierten Untersuchungen konnte
diese Tatsache bestétigt werden. Unabhéngig von Alter, Koérpermasse, Geschlecht,
Wanddicke oder qualitativer Zusammensetzung der Gefafiwand bleibt ein Teil
der Gefaflwand avaskuldr. Dieser mittlere avaskuldre Bereich erstreckt sich tiber
eine Distanz von 0,467 mm vom Lumen aus gemessen (Abb. 4.32). Geiringer
préagte erstmalig den Begriff , critical depth”, als Zone welche tiber Diffusion vom
Lumen aus versorgt wird (GEIRINGER, 1951). In seinen Untersuchungen an tiber
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300 Aorten und 100 Koronararterien beim Menschen beschrieb er die , critical
depth” fiir die Aorta mit 0,5mm und fiir die Koronararterien mit 0,35mm. Die
in Kapitel 4.1.2.8 beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich grund-
sitzlich eine Ubereinstimmung zeigt. Jedoch konnte bei 3 von 35 Pferden (8,57%)
gezeigt werden, dass sich Vasa vasorum innerhalb der von Geiringer beschriebenen
avaskuldren Zone befinden. Woodruff konnte mit Hilfe von GefafSinjektionen bei
der Aorta des Pferdes eine Grenze erkennen, welche die vaskulare Media von
der avaskuldren Intima trennte (WOODRUFF, 1926). Uber die Distanz, welche
avaskulér blieb oder ob die innere Mediazone ebenfalls avaskulir blieb, duflerte
er sich jedoch nicht, sodass zu diesen Ergebnissen kein Vergleich gezogen werden
kann. Es ist moglich, dass Woodruff die Membrana elastica interna als Grenzlinie
interpretierte, welche die vaskuldre Media von der avaskulédren Intima abgrenzt.
Ubereinstimmend kann jedoch gesagt werden, dass neben der Aorta auch die
distalen muskulédren Gefifle des Pferdes eine avaskuldre Zone aufweisen. Wolinsky
und Glagov analysierten die Tunica media der Aorta von 12 Tierspezies und
betrachteten die vaskuldre und avaskuldre Zone der GefafSwand im Alter und mit
zunehmendem Korpergewicht (WOLINSKY und GLAGOV, 1967). Entgegen den
Analysen von Geiringer (1951) definierten Wolinsky und Glagov die avaskuldre
Zone nicht im Langenmaf$ sondern als ,Lamellar units”. Diese , Lamellar units”
entsprechen einer fibromuskuldren Lage bestehend aus elastischen und kollagenen
Fasern und glatten Muskelzellen. Fiir Wolinsky und Glagov (1967) sind diese
,Lamellar unit” die strukturelle und funktionelle Einheit der Aortenwand. Besteht
die Aortenwand aus weniger als 29 , Lamellar units” sind keine Vasa vasorum
nachweisbar. Analog sind bei allen von Wolinsky untersuchten Tieren und beim
Menschen Vasa vasorum nachgewiesen worden, bei denen die Wand aus 29 oder
mehr ,Lamellar units” bestand (WOLINSKY und GLAGOV, 1967). Da die Gefaf3-
wiénde der vorliegenden Studie zum iiberwiegenden Teil aus glatten Muskelzellen
bestehen und eine ,Lamellar unit” schwer zu definieren wiére, ist ein Vergleich
schwierig. Abschlieflend soll auf ein weiteres Ergebnis von Geiringer eingegangen
werden. Er stellte die Hypothese auf, dass bei Gefiafien, welche einen kleineren
Lumendiameter als 0,5 mm aufweisen, keine Vasa vasorum auftreten (GEIRINGER,
1951). Diese Hypothese kann durch die vorliegenden Ergebnisse nicht bestéatigt
werden. Pferd Nr.1 (G2+G3) und Nr.5 (G2) zeigten trotz einem Lumendiameter <
0,5 mm eine erhebliche Anzahl an Vasa vasorum sowohl in der Tunica externa als

auch in der Tunica media. Mogliche Ursachen der unterschiedlichen Ergebnisse
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konnten die Betrachtung unterschiedlicher Gefafie bei unterschiedlichen Spezies

sowie der Einfluss der Fixation sein.

5.2.6 Nervi vasorum

Die Innervation der Blutgefafse erfolgt iiber ein Geflecht aus markhaltigen und
marklosen Nervenfasern (WOOLLARD und WEDDELL, 1935). Heute wird dieses
Geflecht als adventitielles ANS (autonomic nervous system) bezeichnet und ist die
Hauptregion fiir afferente und efferente Nervenbahnen im BlutgefafSsystem (GIN-
GRAS et al., 2009; DAMON, 2005). Sowohl das adventitielle ANS als auch die
Vasa vasorum dienen der Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen des
Blutgefafisystems (MULLIGAN-KEHOE, 2010; MANFRINI et al., 2008; BARKER
et al., 1993). Bei den distalen Gefdfien der Vordergliedmafie des Pferdes konnten
ausschliellich in der Tunica externa und am Ubergang zur Tunica media Nervi
vasorum dokumentiert werden. Die Nervi vasorum waren stets markhaltig und
zeigten eine deutliche Myelinscheide. Analog dieser Studie stellte Hagen bei der
Untersuchung von Piagefdfien beim Menschen, Hund und Meerschweinchen fest,
dass markreiche Nervenfasern ausschliefSlich im dufSeren Bereich der Tunica externa
lokalisiert sind. Sehr feine marklose Fasern konnte er jedoch auch in der Tunica
media feststellen (HAGEN, 1969). Dies konnte bei den hier betrachteten Gefdafsen
nicht beobachtet werden. Sato und Suzuki konnten ebenso ausschliefSlich in der
Tunica externa und hier primédr im dufSeren Drittel myelinisierte Nervenfasern
dokumentieren. Keine Nervenfasern konnten sie in der Tunica media zwischen den
glatten Muskelzellen nachweisen (SATO und SUZUKI, 1975). Ahnlich den Beobach-
tungen von Woollard und Kollegen (1935) beschrieb Michailov (MICHAILOW, 1908)
bereits Jahre zuvor die Dreiteilung der Nervengeflechte der Blutgefifie, welche er
aus der Harnblasenwand von Pferden isolierte. In der vorliegenden Studie kann ein
~Adventitialnervengeflecht” und , Grenznervengeflecht” bestitigt werden, mit dem
Unterschied, dass die Nervenfasern in der Tunica externa markhaltig und nicht
marklos sind, wie sie Michailov (1908) beschrieb. Duncan beschrieb die Dreiteilung
der arteriellen Nervengeflechte bei seinen Studien iiber die Diaphysenarterie der
Tibia beim Kaninchen (DUNCAN, 1977). Seine Bezeichnung als primére, sekundére
und tertidre Nervenfasern erfolgt anhand der Grofie und Lokalisation der Fasern.

Grofe priméare Fasern liegen aufSerhalb des Geféfses, mittlere sekundéare dringen
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bis tief in die Adventitia ein und sehr feine tertidre Fasern bilden einen Plexus an
der dufieren Grenze der Tunica media. Die Basalmembranen der tertidren Fasern
verschmelzen zuweilen mit den glatten Muskelzellen und bilden neuromuskulére
junctions (DUNCAN, 1977; NELSON und RENNELS, 1970; SATO, 1966). Entgegen den
aufgefiihrten Forschungsergebnissen, zeigten Studien von Schenk an muskuladren
Arterien von Hunden und Katzen (SCHENK, 1968) und eine aktuelle Untersuchung
an der Mesenterialarterie des Menschen (BIRCH et al., 2008), dass die Nervenver-
sorgung der arteriellen Gefafiwédnde auf die Adventitia beschrankt und zumeist
nahe der Membrana elastica externa lokalisiert ist. Entsprechend der vorliegenden
Studie kann den Aussagen beider Forschungsgruppen zugestimmt werden. Es sei
an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die lichtmikroskopische Untersuchung
der Nervi vasorum mit Routinefarbungen eine limitierende Aussagekraft hat. Die
Anzahl an Nervi vasorum in der Tunica externa ist ein gutes Kriterium fiir den
Grad der Innervation, da alle potenziellen Abzweigungen in der Tunica media
aus diesen Nervi vasorum hervorgehen. Hinsichtlich der Fragestellung, ob die
Lokalisation des Gefédfes einen Einfluss auf die Anzahl der Nervi vasorum hat,
ist folgendes festzustellen: im proximo-disalen Verlauf ist ein Abfall der Anzahl
an Nervi vasorum ausschliefSslich von G1 zu G2 zu verzeichnen. Keine Reduktion
ist von G2 zu G3 zu verzeichnen. Altere Pferde weisen im Vergleich zu jungen
und mittelalten Pferden mehr Nervi vasorum in der Tunica externa auf. Dies
konnte jedoch ausschliefSlich beim G1 festgestellt werden. Bleys und Kollegen
(1996) fiihrten Studien {iber die nervale Versorgung der Cerebralarterien beim
Menschen im Alter und an Alzheimer erkrankten Menschen durch. Entgegen den
vorliegenden Daten stellte das Forschungsteam fest, dass sowohl im Alter, aus
auch bei an Alzheimer erkrankten Personen, die Anzahl an Nervi vasorum mit zu-
nehmendem Alter signifikant abfillt (BLEYS et al., 1996a,b). Es ist fraglich, ob beide
Studien vergleichbar sind, da weder Spezies noch untersuchtes Gefaf3 identisch
sind. Zusétzlich ist zu erwdhnen, dass die untersuchte Altersgruppe von Bleys et
al. (1996) 62-85 Jahre betrug. Da die Pferde dieser Studie ein vergleichbares Alter
(35-40 Jahre) nicht erreichten, ist es nur spekulativ, ob eine eventuelle Reduktion

der nervalen Versorgung der Blutgefidfle auch beim Pferd eintreten wiirde.

Zusitzlich zu den markhaltigen und marklosen Nervenfasern in den Gefafswanden
wurden weitere sensible Endapparate in der Tunica externa beschrieben. Nament-

lich ist hier das Auftreten von Vater-Pacinischen Korperchen in der Tunica externa
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von verschiedenen Sdugetierarten und des Menschen zu nennen (RACHMANOW,
1901; WOOLLARD und WEDDELL, 1935). Das Auftreten dieser Strukturen kann
nun ebenso in unmittelbarer Umgebung zur Tunica externa, bei den hier unter-
suchten equinen Blutgefifle, bestitigt werden. Uber die Funktion dieser sensiblen
Endapparate an den peripheren Arterien ist bisher wenig bekannt. Ihr Vorkommen
in der Unterhaut, im Periost, an Beugesehnen, Gelenken und im Pankreas ist
lange bekannt und vielfach beschrieben worden (CEELEN, 1912). In Gefidfindhe
beschrieb Kolliker das Vorkommen der Lamellenkdrperchen in dichter Umgebung
der Aorta abdominalis (KOLLIKER, 1902). Yamashita und Buendia beschrieben
die Funktion dieser sensiblen Nervenendigungen auf das Blutgefdfisystem (YA-
MASHITA und BUENDIA, 1968). Es konnte gezeigt werden, dass die Impulsrate
der Lamellenkdrperchen simultan mit jeder systolischen Pulswelle der Arterien
ansteigt. So sehen Yamashita und Buendia die Vibration des Blutdrucks in der
Arterienwand als stimulierendes Element auf die Lamellenkorperchen. Gammon
und Bronk sehen hingegen den Grad der Ausdehnung einer Arterie beim Auftref-
fen der Pulswelle als Reiz fiir die Lamellenkoérperchen (GAMMON und BRONK,
1935). Die Funktionsweise der Pacinischen Korperchen, welche hochfrequente
Vibrationsreize (20-1000 Hz) verarbeiten, wurde kiirzlich dargelegt (QUINDLEN
et al., 2016). Das gehdufte Auftreten dieser Lamellenkorperchen an den distalen
muskulédren Arterien in dieser Studie konnte ein Hinweis auf die Erfassung der
statischen und dynamischen Belastung des Zehenendorgans bei der Spezies Pferd
sein. Bowker et al. konnten Lamellenkorperchen in der Huflederhaut von Pferden
nachweisen (BOWKER et al., 1993). Diese Wissenschaftler sehen diese anatomischen

Strukturen als sensible Druck - und Schmerzdetektoren.

5.2.7 Konstante Verteilung glatter Muskelzellen, kollagener
und elastischer Fasern in der Tunica media an distalen
Arterien des Pferdes

Die distalen muskuldren Arterien der Vordergliedmafie beim Pferd zeigen un-
abhdngig vom Alter, Geschlecht, Rasse und Lokalisation (G1-G3) eine konstante
Verteilung an glatten Muskelzellen, elastischen und kollagenen Fasern. Mit 81,62%
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tiberwiegt der Anteil an glatten Muskelzellen {iber den elastischen (7,42%) und
kollagenen (9,46%) Fasern.

Lee und Kollegen untersuchten den Gehalt glatter Muskelzellen an grofien Ar-
teriolen (Lumendiameter 300 pm) 10-28 Wochen alter Ratten (LEE et al., 1983b).
Bei diesen GefafSen entspricht der Wandvolumenanteil der glatten Muskelzellen
70-85% und ist somit mit den hier erhobenen Daten vergleichbar. Es ist interessant,
dass Gefdfie mit sehr unterschiedlichen Lumendiametern dhnliche Verteilungen an
glatten Muskelzellen aufweisen. Lee et al. sehen bei der Betrachtung der Arteriolen
eine positive Korrelation zwischen dem Lumendiameter und der Anzahl an Lagen
glatter Muskelzellen. Diese Begriindung findet bei der Betrachtung grofierer Gefafle
keine Anwendung, da mit steigendem Lumendiameter die Gefdfle, entsprechend
der Ndhe zum Herzen, eine Reduktion an glatten Muskelzellen bei gleichzeitiger
Zunahme an elastischen Fasern erfahren (BENNINGHOFF, 1930). Somit ware die
Korrelation negativ. Inwieweit eine solche negative Korrelation bei den Blutgefafsen
des Pferdes besteht, ist in weiteren Untersuchungen zu kldren. Im Umkehrschluss
erfahren die herznahen Gefédfse mit zunehmender Entfernung zum Herzen eine
progressive Zunahme an glatten Muskelzellen und kollagenen Fasern, bei gleich-
zeitigem Verlust an elastischen Fasern (TONAR et al., 2015; SE GREENWALD, 2007;
APTER, 1966).

Heijden-Spek et al. und Bartolotto et al. analysierten die Dehnfdhigkeit von Ar-
terien und welchen Einfluss das Alters und die Lokalisation der Gefiafie auf die
Dehnféhigkeit austiben (VAN DER HEIJDEN-SPEK et al., 2000; BORTOLOTTO et al.,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass das Alter, anders als es bei den Arterien des
elastischen Typs der Fall ist, keinen Einfluss auf die Dehnfdhigkeit hat. Lee und Oh
fassten die morphologischen Verdnderungen der GefafSwadnde im Alter und deren
Folgen zusammen (LEE und OH, 2010). Versteifung der Arterien, Wandverdickung,
endotheliale Dysfunktion, Lumeneinengung und Fragmentierung der elastischen
Fasern sind altersassoziierte Verdnderungen der arteriellen GefafSwénde. Die
Folgen sind ein Verlust der Fahigkeit, die ankommende Druckwelle abpuffern
zu kénnen mit nachfolgender Erh6hung von Blutdruck, Pulsdruck und Pulswel-
lengeschwindigkeit (LEE und OH, 2010). Diese Erscheinungen konnten interessan-
terweise ausschliefslich an Arterien des elastischen Typs gezeigt werden. Diese
Studien zeigen, dass der Einfluss des Alters auf die Morphologie der arteriellen

Gefafiwand, von der Lokalisation der Arterien abhidngig ist. Entsprechend dieser
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Studien konnte der Schluss gezogen werden, dass eine verminderte Dehnfahigkeit
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten muskuldren Arterienwédnde mit
zunehmendem Alter bei der Pathogenese von Gefdfierkrankungen oder Hufrehe
eine untergeordnete Rolle spielt. Unterstiitzt werden konnte diese These durch
eine klinische Studie, welche zeigt, dass die distalen Gliedmafiengefidfse beim
Pferd beim Einfluss von Endotoxinen oder Sepsis mit einer Thrombenbildung und
somit Minderperfusion der distalen Extremitét reagieren (BRIANCEAU und DIVERS,
2001). Somit wire die endotheliale Dysfunktion als eine mogliche Ursache fiir das
Auftreten von gefaflassoziierten Erkrankungen des Pferdes wahrscheinlicher, als
die morphologische Verdnderung der Tunica media. Das an chronischer Hufrehe
erkrankte Pferd (Nr.11) dieser Studie zeigt eine deutliche Intimaverdickung der
distalen Gliedmafiengefidfie. Es ist moglich, dass der Einfluss von Endotoxinen
auf das Endothel, dhnlich der Studie von Brianceau (BRIANCEAU und DIVERS,
2001), diese Veranderungen an der Tunica interna induziert hat und somit adaptive

Langzeitverdanderungen an den GefdfSwéanden auftreten.

5.3 Qualitative Beschreibung -
Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Ultrastruktur der Vena jugu-
laris, der distalen Arterien sowie deren Vasa vasorum sind auf die morphologischen
Details insbesondere der Tunica interna ausgerichtet. Der Grundaufbau der Tu-
nica interna ist gekennzeichnet durch die Lamina endothelialis mit aufliegender

Glykokalix, Stratum subendotheliale und Membrana elastica interna.

Die Glykokalix bildet einen Komplex aus Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen
und Glykoproteinen, unterstiitzt den Stoffwechsel der Gefafswand und ist somit
bei partiellem oder komplettem Verlust Wegbereiter fiir eine Dysfunktion der
Gefaflwand (MAKSIMENKO und TURASHEV, 2014). In der vorliegenden Studie
variiert die Ausprdagung der Glykokalix bei Arterien, Vena jugularis und Vasa
vasorum betrédchtlich. Eine praparationsbedingte Ablosung der Glykokalix kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Es sei kurz auf die Problematik der exakten

Vermessung der Glykokalix bei den Gefédfien hingewiesen. Neben den genannten
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Bestandteilen der Glykokalix besteht diese aus > 90% Wasser (VINK und DU-
LING, 1996). Bei der Entwésserung der Schnittpréparate in Vorbereitung auf die
elektronenmikroskopische Untersuchung besteht die Gefahr, dass die Glykokalix
kollabiert (S1MS und HORNE, 1994) und die tatsdchliche Dicke in vivo wohl noch
starker ausfillt als hier vermessen wurde. Entgegen der zumeist homogenen
Form und glatten Oberfliche der Zellkerne bei den Endothelzellen der distalen
Arterien erscheint die Zellkernoberfldche bei den Endothelzellen der Vena jugularis

unregelmaflig mit tiefen Einsenkungen und Ausstiilpungen.

5.3.1 Vena jugularis

Die klinische Relevanz der hdufig auftretenden Thrombophlebitiden nach intrave-
noser Applikation in die Vena jugularis war mit ein Grund fiir diese Untersuchun-
gen. Der urspriinglich angenommenen mangelnden Hygiene wéahrend der Punkti-
on einer Vene als Ursache fiir das Auftreten eitriger Thrombophlebitiden (ZELLER,
1978; NUSSBACH, 1923), stehen heute andere Ursachen gegeniiber. So gelten die
Applikation von reizenden Arzneimitteln selbst und die mechanische Irritation
der Tunica interna durch die Kantilen oder Venenverweilkatheter ursachlich fiir
die Entstehung von Thrombophlebitiden (DOLENTE et al., 2005; DIVERS, 2003;
BONFIG, 1985; EIKMEIER, 1985; HUSKAMP, 1985; SCHLICHTING, 1976; PETERS,
1930; SORENSEN, 1929). Biittiker konnte in klinischen Studien zeigen, dass die
intravenose Infusion von Guaifenesin (10%ig) in die Vena jugularis thrombotische
Endothelldsionen hervorruft. Interessanter Weise sind die Pradilektionsstellen
zumeist nicht an der Einstichstelle selbst, sondern distal davon und auch vorzugs-
weise an den Venenklappen lokalisiert worden, sodass Biittiker weniger die mecha-
nische Irritation als vielmehr die infundierte Substanz als Ursache sieht (BUTTIKER,
1989).

5.3.1.1 Glykokalix - Verlust als Wegbereiter fiir endotheliale Dysfunktion?

In der vorliegenden Studie wurde bei der Vena jugularis eine nur sehr schwach
oder gar nicht ausgepragte Glykokalix gefunden. Hingegen zeigen die distalen

Gliedmafienarterien eine deutliche Glykokalix, die in der Breite zwischen 0,25-2
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pm variiert. Da alle untersuchten GefafSproben gleich behandelt wurden, ist ein
praparationsbedingter Verlust zwar moglich, jedoch eher unwahrscheinlich. Auf
Funktion und strukturelle Zusammensetzung der endothelialen Glykokalix wurde
in den letzten Jahrzehnten, im Hinblick auf die Beteiligung an physiologischen
und pathologischen Prozessen, spezielles Augenmerk in der Geféafsforschung ge-
legt (REITSMA et al., 2007). Partieller oder kompletter Verlust der Glykokalix bilden
den Wegbereiter fiir eine Dysfunktion im Stoffwechsel der Gefafiwand (MAK-
SIMENKO und TURASHEV, 2014). Mechanotransduktion, Aufrechterhaltung der
Héamostase, Signalvermittlung und Interaktion zwischen zirkulierenden Blutzellen
und der Gefaflwand sind Hauptaufgaben der endothelialen Glykokalix (REITSMA
et al., 2007). Es stellt sich die Frage, ob weniger die Endothelzellen selbst, als
der Verlust der schiitzenden Glykokalix oder eine verminderte Interaktion beider
Komponenten als Wegbereiter fiir gefdfsassoziierte Erkrankungen verantwortlich
gemacht werden kénnen. Diese Vermutung wird durch folgenden Studien gestiitzt:
Yen et al. konnten zeigen, dass eine reduzierte Integritdt der endothelialen Glyko-
kalix die Funktionalitdt der Endothelzellen selbst eingeschrankt (YEN et al., 2015).
Dariiber hinaus sehen Tarbell und Ebong die Glykokalix als wichtigen Bestandteil
im Prozess des durch Shear Stress induzierten Remodelings des endothelialen
Zytoskeletts (TARBELL und EBONG, 2008).

5.3.1.2 Protrusionen equiner Endothelzellen

Als weitere Besonderheit der vorliegenden Studie, werden Protrusionen von Endo-
thelzellen der Vena jugularis beschrieben, welche sich senkrecht in das Lumen
erstrecken. Nur die schmale Basis dieser Endothelzellen steht mit der Basalmem-
bran in Kontakt. Ahnlich beschrieben Mahrle und Orfanos die Endothelzellen
grofSer Venen des Menschen. Sie fiihrten diese Beobachtungen auf die postmortale
Kontraktion den Venenwand und dementsprechend verkleinerter Venenwandober-
flache zuriick, wodurch sich Endothelzellen ins Lumen vorschieben (MAHRLE und
ORFANOS, 1971). Zamboni et al. beschrieben kiirzlich die Endothelzellen der Venen-
klappen der Vena jugularis beim Menschen und schilderten keine Vorwolbungen
der Zellen in das GefdfSlumen (ZAMBONI et al., 2015). Neben der postmortalen
Kontraktion ist die fixationsbedingte Retraktion der Venenwand als mogliche

Ursache fiir diese Erscheinungen zu sehen. Interessant ist hier jedoch zu erwdhnen,
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dass sich diese Erscheinungen nicht bei allen untersuchten Arterien, welche auf
gleiche Art und Weise fixiert wurden, zeigen. Eine Erklarung wire die grofie Anzahl
an Zellkontakten zwischen den Endothelzellen der Arterien, welche eine solche
Vorwolbung vermutlich nicht moglich machen. Zhuo und Kollegen postulierten
kiirzlich, dass die Protrusion migrierender Endothelzellen essentielle Ereignisse in
Prozessen wie Wundheilungen und Angiogenese darstellen (ZHUO et al., 2015).

Verschiedene Formen von endothelialen Protrusionen zeigten kiirzlich Chen et
al. (CHEN et al., 2016) und Onan et al. (ONAN et al., 2014). Bei beiden Untersuchun-
gen wurden physikalisch und mechanisch einwirkende Kréfte auf das Endothel
fiir die morphologisch verdnderten Endothelzellen verantwortlich gemacht. Eine
mechanische oder physikalische Reizung der Endothelzellen der Vena jugularis
ist in der vorliegenden Studie unwahrscheinlich, da die GefafSproben kurz nach
Eintritt des Todes entnommen wurden ohne die GefdfSinnenauskleidung zu verlet-
zen. Inwieweit die Tétungsmethode einen Einfluss auf die Struktur des Endothels

austubt, ist nicht bekannt.

Gagliardi und Mitarbeiter zeigten unter anderem an Endothelzellen der menschli-
chen Nabelvene (HUVEC), dass Zellprotrusionen dynamische Strukturen darstel-
len, welche entscheidend fiir fundamentale Prozesse wie Zellmigration und Zellin-
vasion sind. Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor)
und EGF (endothelial growth factor) stimulieren die Zellmigration und Zellinvasi-
on, welche durch anhaltende Aktinpolymerisation charakterisiert sind (GAGLIARDI
et al., 2015). Weiterhin konnten Zellprotrusionen mit einer gesteigerten Aktinpo-
lymerisation gehduft an Tumoren nachgewiesen werden, welche vermutlich fiir
die Metastasierung der Tumorzellen verantwortlich sind (BRAVO-CORDERO et al.,
2014). Disanza et al. beschrieben bereits 2005 die Aktinpolymerisation in den Zellen
als Ausgangspunkt fiir eine gesteigerte Zellbewegung und Zellmigration (DISANZA
et al., 2005).

Es ist moglich, dass eine reduzierte Anzahl an Zellkontakten eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung der oben beschriebenen gefdfiassoziierten Erkrankungen
spielt. Protrusionen einzelner Endothelzellen, wie sie in der Vena jugularis gehauft
anzutreffen sind, konnten in der vorliegenden Studie weder bei den distalen
Arterien noch bei den Vasa vasorum verzeichnet werden. Wahrend die Arterien

tiber eine durchgehende Membrana elastica interna verfiigen, ist diese bei den
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Venen durch ein Netzwerk aus elastischen und kollagenen Fasern ersetzt, welches
in unregelméfiiger Auspragung anzutreffen war. Somit entfallt moglicherweise ein
das Endothel stabilisierender Faktor.

5.3.2 Distale Arterien

Bei den Arterien ist die Auspragung der Glykokalix bei den in der vorliegenden
Studie betrachteten Gefidfsen am deutlichsten und variiert zwischen 0,25-2,0 pm.
Weniger starke Varianzen jedoch analoge Ergebnisse zeigten Reitsma und Kol-
legen (REITSMA et al.,, 2011). Hier wurde die A. carotis von 8-25 Wochen alten
Maiusen untersucht. Die Dicke der Glykokalix entspricht 2,3 um bei der A. carotis
communis und 2,5 ym bei der A. carotis externa (REITSMA et al., 2011).

Analog der vorliegenden Studie beschreiben Onan et al. die Lamina endothelialis
arterieller Gefédfie beim Menschen als Aneinanderreihung der Endothelzellen mit
deutlichem Kontakt zur Basalmembran, ausgeprdagtem Gehalt an Zellorganellen
und Interzellularkontakten (ONAN et al., 2014). Lumennahe Endothelzellen erschei-
nen iiberwiegend kubisch geformt. Zumeist sind die Endothelzellen lumenseitig
abgeflacht und ragen spitzkegelférmig in die Tiefe des Stratum subendotheliale
hinein. Die grofie Diversitit der morphologischen Auspriagung der arteriellen
Endothelzellen ist bereits bekannt (SCHWARTZ und BENDITT, 1972).

Deutliche Uberlappungen der Endothelzellen konnten ausschliellich bei den Arte-
rien dargestellt werden. Gerrity et al. konnten dhnliche Uberlappungen arterieller
Endothelzellen an der Aorta des Schweines feststellen (GERRITY et al., 1977). Lang
beschrieb zusétzlich, dass die stromaufwarts gelegenen Zellen die stromabwérts
liegenden {ibergreifen (LANG, 1974). Eine stets gerichtete Uberlappung arterieller
Endothelzellen, wie sie Lang (1974) beim Menschen beschreibt, konnte in der
vorliegenden Studie nicht festgestellt werden.

Die Dicke des in den Arterien stets erkennbaren Stratum subendotheliale, variierte
in unserer Studie deutlich (5-10 pm). Mit 7-8 pm Dicke beschreiben Gerrity et
al. analog dieser Studie die Dicke des Stratum subendotheliale bei der Aorta des
Schweines (GERRITY et al., 1977). Merklich geringer und zum Teil nur 100 nm dick,
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beschrieb Schwarzt und Benditt das Stratum subendotheliale bei der Aorta von
Ratten (SCHWARTZ und BENDITT, 1972). Einen solch engen Kontakt zwischen den
Endothelzellen und der Membrana elastica interna, wie ihn Schwartz und Benditt
beschreiben, konnte bei den Arterien der Pferde nicht festgestellt werden. Ebenso
ist der Interzellularspalt zwischen den Endothelzellen der Aorta bei der Ratte (10
nm) (SCHWARTZ und BENDITT, 1972) deutlich schmaler als er sich bei den distalen
Arterien dieser Studie darstellt (12-35 nm).

Eine deutlich erkennbare Membrana elastica interna war ausschlieSlich bei den Ar-
terien zu verzeichnen. Diese ist jedoch nicht kontinuierlich sondern durch Liicken
und Poren gekennzeichnet. Form und Dicke (1-2 um) der hier beschriebenen Mem-
brana elastica interna entsprechen den Ergebnissen friiherer Studien an Arterien
des muskuldren Typs (LANG, 1974). Die Fenestration oder vollstindige Unterbre-
chung der Membrana elastica interna an muskuldren Arterien ist bereits vielfach
beschrieben worden (SANDOW et al., 2009; DUNMORE et al., 1990; COUTARD und
OSBORNE-PELLEGRIN, 1987). Kirby und Kollegen konnten analog unserer Studie
diese Fenestrationen der Membrana elastica interna ebenso an muskuldren Arterien
der Hintergliedmafle bei Ratten nachweisen. Zusétzlich stellten sie fest, dass die
Membrana elastica interna bei proximal gelegenen Arterien deutlich weniger
Liicken aufweist als bei weiter distal lokalisierten Arteriolen (KIRBY et al., 2013).
Die Anwesenheit von Haftkomplexen, bestehend aus tight und adherens junctions
zwischen benachbarten Endothelzellen kann in der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden. Neben der Aufrechterhaltung der Gewebepermeabilitidt und Barriere-
funktion sind diese Haftkomplexe auch an der Angiogenese und Extravasation
von Leukozyten bei Entziindungsprozessen direkt beteiligt (WALLEZ und HUBER,
2008).

5.3.3 Vasa vasorum

Analog der Vena jugularis ist auch bei den Vasa vasorum nur eine sehr schwache
und zum tiberwiegenden Teil fehlende Glykokalix ausgebildet. Eine praparations-
bedingte mechanische Ablosung der Glykokalix ist im Falle der Vasa vasorum un-
wahrscheinlich. Ein fixationsbedingtes Kollabieren der Glykokalix, wie in Kapitel
5.3 beschrieben, konnte fiir ihr Fehlen verantwortlich sein.
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Auch im Bereich der Mikrogefafie spielt die Glykokalix eine entscheidende Rolle,
v.a. beim transkapilldren Transport zwischen dem Blutplasma und dem Intersti-
tium (FLESSNER, 2008). Vink und Duling untersuchten die Glykokalix kleinster
Kapillaren und stellten eine Dicke dieser Schicht von 0,4-0,5 pm fest (VINK und
DULING, 1996). Eine solch dicke kontinuierliche Schicht konnte in der vorliegenden
Studie an den intramuralen Kapillaren der GefaSwéande bei der Spezies Pferd
nicht bestétigt werden. Uhl et al. konnten in einer aktuellen Studie neben dem Vor-
kommen der Glykokalix in Kapillaren von Méusen, ebenso die Wichtigkeit dieser
Gefafschicht fir die Interaktion zwischen Endothel und GefafSwand nachweisen.
Der Verlust einer intakten Glykokalix initialisiert verschiedene pathologische
Prozesse wie Ischdmie, Perfusionsstorung, Sepsis, Atherosklerosis, Diabetes und
sogar Krebs (UHL et al., 2017).

In den Vasa vasorum sitzen die Endothelzellen einer geschlossenen Basalmembran
auf, eine Membrana elastica interna ist nicht vorhanden. Fernando und Movat
beschreiben die Ultrastruktur kleinster Arterien ohne Membrana elastica interna
und ohne glatte Muskelzellen als Metarteriolen (FERNANDO und MOVAT, 1964).
Entsprechend der vorliegenden Ergebnisse kann das Auftreten dieser Metarteriolen
sowohl in der Tunica externa als auch der Tunica media der distalen muskulédren

Arterien der Pferde bestétigt werden.

Die Form und Ausrichtung der Endothelzellen erfolgt parallel zur Blutflussrich-
tung (AMBROSINI et al., 2005) und ist abhéngig vom Gefafs und der Lokalisation im
Korper (KIBRIA et al., 1980). Diese Ergebnisse konnen durch diese Studie bestatigt
werden. So sind die Endothelzellen in den Vasa vasorum deutlich schmaler und
langlich im Gegensatz zu den breiten, kubisch geformten Endothelzellen in den
Arterien. Dies konnte mit dem Grad der Gefdfskontraktion zusammenhédngen, die
bei den distalen Gliedmafsenarterien anhand der gewundenen Form des Zellkerns
der glatten Muskelzellen sehr deutlich sichtbar ist.
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5.4 Synopsis

AbschliefSend sollen einige Punkte aufgegriffen werden, um deren klinische Re-
levanz zu verdeutlichen und auf die Wichtigkeit von weiterfithrenden Untersu-
chungen zu verweisen. Weiterhin soll versucht werden zu erldutern, warum die
Spezies Pferd im Rahmen histomorphologischer Untersuchungen von Blutgefafsen
im Vergleich zu anderen Spezies (Schwein, Nagetieren) eine untergeordnete Rolle
spielt und sich die Forschungsergebnisse in diesen Bereichen zumeist auf &ltere

Quellen beziehen.

Betrachtet man die Vielzahl ungeklérter Fragen zur Genese der Entstehung von
Hufrehe beim Pferd, wird deutlich, dass dieses Krankheitsbild multifaktorielle
Einflussfaktoren aufweist. Im tiberwiegenden Mafse scheinen jedoch gefdfsasso-
ziierte Dysfunktionen, bei der Entstehung des Syndroms Hufrehe, Einfluss zu
nehmen (MORGAN et al., 2016).

Eine Minderperfusion der Gefdfie in der Huflederhaut fiihrt zur Ischdmie im
betroffenen Gebiet und letztendlich zur Ablésung der Huflederhaut von der
Hornkapsel (POLLITT und DAVIES, 1998).

Ist es moglich, dass nicht die Minderperfusion der Huflederhautgefifie selbst,
sondern die Lumenreduktion der zufiihrenden Geféfse als Ursache fiir eine gene-
ralisierte Minderperfusion des gesamten Hufbeintrégers in Frage kommt? Deut-
liche Intimaverdickungen der zufiihrenden Geféfse konnten bei einem an Rehe
erkrankten Tier in dieser Arbeit aufgezeigt werden. Zusétzlich erfahren alle in
der vorliegenden Studie betrachteten Gefifie eine Wandverdickung im Alter mit
resultierender Lumenreduktion derselben. Es wére in weiterfithrenden Untersu-
chungen zu analysieren, wie sich die Altersverteilung der an Rehe erkrankten
Pferde darstellt. Dabei miissten metabolisch bedingte Ursachen ausgeschlossen
werden, um eine altersbedinge Lumeneinengung der zufiihrenden Gefifie als
mogliche Ursache zu bestatigen.

Es wire weiterhin von Interesse herauszufinden, ob das umliegende Gewebe in
welches Gefédfie eingebettet sind, Einfluss auf die GefaSwanddicke und dement-
sprechend auch auf den Lumendiameter hat. Hierzu miisste man Gefdfle mit
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gleichem Lumendiameter, wie hier untersucht, im Tierkorper aufsuchen und diese
miteinander vergleichen. Sollten Gefédfse, welche in Weichteilgewebe eigebettet
sind, wesentlich diinnere Gefiswiande aufweisen, so konnte das Pferd durch die
anatomische Lage der distalen Gefifie pradisponiert sein, eine Wandverdickung
mit resultierender Lumenreduktion der zufithrenden Geféafse zur Huflederhaut
auszubilden. Neben der Hufrehe zeigt die Spezies Pferd die Neigung eine Throm-
bophlebitis bei der Punktion der Vena jugularis ext. zu entwickeln. Die Gesamtheit
der in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten ultrastrukturellen Besonderheiten
der Tunica interna der Vena jugularis (reduzierte Zellkontakte, Protrusionen von
Endothelzellen und verminderte Glykokalix) scheinen moglicherweise die Pradis-
position der Spezies Pferd eine Phlebitis zu entwickeln, zu férdern. Hier sollte in
weiterfiihrenden Untersuchungen die Anzahl der untersuchten Proben ausgeweitet

werden, um diese These zu stiitzen.

Weltweit wurden in den letzten Jahrzehnten statt histomorphologischen eher
molekulabiologische Forschungen gefordert, obwohl durchaus der Bedarf besteht,
physiologische Anpassungsvorgange oder pathologische Gefdafsiveranderungen
histomorphologisch zu untersuchen. Insofern wire es wichtig, die Mikroarchitektur
der equinen Gefifle zu erforschen, um die Ergebnisse auf molekularbiologischer
Ebene im Gesamtbild besser verstehen zu konnen. Ein weitere mogliche Erklarung,
warum die histomorphologischen Untersuchungen der Geféfse bei der Spezies
Pferd im Vergleich zu anderen Spezies (typische Labortiere: Schwein, Ratten,
Maiusen) heutzutage nur eine untergeordnete Rolle spielen, ist moglicherweise
der gesellschaftliche Blickwinkel zu dieser Spezies. Galten frither Pferde noch als
~Nutztiere” und Fleischlieferanten, sind sie in der jetzigen Zeit vielmehr Liebhaber-
und Hobbytiere geworden, welche einen gehobenen Stellenwert in der Gesellschaft
einnehmen. Grofie Menge an Probenmaterial zu erhalten ist schwierig, da nur
noch wenige Pferde laut Equidenpass ,,zur Schlachtung zugelassen” sind und
dementsprechend die Gewinnung am Schlachthof erschwert ist. Zusatzlich ist die

Aufbereitung der Proben langwierig und kostenintensiv.

Beim Pferd sind sonographische in vivo Untersuchungen der Blutgefdfie etabliert.
Aussagen iiber Diameter, Wanddicken, Erkennen von entziindlichen Prozessen
und Thrombenbildung sind dann méglich. Um letztendlich Aussagen auf zelluldrer
Ebene tiber die Blutgefifle treffen zu konnen, bleibt aber die histomorphologische

Untersuchung oder die Kultivierung equiner Endothelzellen das Mittel der Wahl.

123



6 Zusammenfassung

Histomorphologische und ultrastrukturelle Untersuchungen an klinisch rele-

vanten Blutgefifien des Pferdes

Fiir die histomorphologische und ultrastrukturelle Analyse klinisch relevanter
Blutgefdfie wurden zelluldre und extrazelluldre Komponenten der distalen Arterien
der Vordergliedmafe und der Vena jugularis externa von 35 Pferden untersucht.
Dabei wurde das Alter und die Koérpermasse der Pferde und deren Einfluss auf die
Gefdfswandarchitektur beriicksichtigt. Es sollten Hinweise iiber mogliche Ursachen
von Hamatombildung nach Gefaffpunktion sowie zur Empfindlichkeit von Pferden
fiir die Ausbildung von Thrombophlebitiden der Vena jugularis gewonnen werden.
Es wurden Abschnitte der A. palmaris com. II in ihrem distalen Verlauf an 3
definierten Stellen entnommen. Gefdfs 1 (G1) entspricht der proximalsten (A.
palmaris com. II) und Gefafs 3 (G3) der distalsten (A. dorsalis phalangis med.)
Entnahmestelle. Gefaf3 2 (G2) entspricht der A. digitalis dorsalis med., welche sich
im Verlauf zwischen G1 und G3 befindet. Die Pferde (n=35) wurden sowohl in
unterschiedliche Altersklassen (AK) AK 1 (n=14, 0-7 Jahre), AK 2 (n=11, 8-16 Jahre),
AK 3 (n=10, 17-24 Jahre) als auch Gewichtsklassen (GK) GK 1 (n=4, 100-200 Kg),
GK 2 (n=16, 201-400 Kg), GK 3 (n=15, 401-700 Kg) unterteilt um einen moglichen
Einfluss dieser Parameter auf die GefafSarchitektur zu verdeutlichen.

Die quantitative Analyse verschiedener Parameter wie z.B. Lumendurchmesser,
Dicke der Tunica interna und der Tunica externa, Intimaverdickungen, Anzahl und
Dichte von Vasa und Nervi vasorum in der Tunica media und Tunica externa sowie
die prozentuale Verteilung von glatten Muskelzellen, elastischen und kollagenen
Fasern in der Tunica media, erfolgte mit Hilfe verschiedener Farbungen und
einer immunhistochemischen Markierung an Formalin-fixierten Schnittpraparaten.
Eine qualitative Betrachtung der Tunica interna der Vena jugularis, der distalen

Gliedmafienarterien und deren Vasa vasorum erfolgte am Elektronenmikroskop.
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KAPITEL 6. ZUSAMMENFASSUNG

Die in der vorliegenden Arbeit erstmals beschriebenen Ergebnisse bei der Spezies
Pferd sind:

* Die distalen Schultergliedmafienarterien der Pferde gehtren zum muskuldren
Typ und zeigen eine Alters- und gewichtsabhingige Gefdfswanddickenzu-
nahme mit resultierender Lumenreduktion.

* An Gefdflabzweigungen erfahren die glatten Muskelzellen der distalen Arte-
rien eine Verlaufsdanderung von urspriinglich zirkuldr in einen longitudinalen
Verlauf entlang des abzweigenden Gefafles.

* Es konnten Intimaverdickungen und Intimapolster an den distalen Arterien
nachgewiesen werden, welche sich morphologisch deutlich voneinander
unterscheiden.

* Der Hauptanteil der Vasa vasorum befindet sich in der Tunica externa (9,3
Vasa vasorum /mm? ) und fillt zur Tunica media (4,2 Vasa vasorum / mm?)
um mehr als die Halfte (54,84%) ab.

* Ausschliefilich die zur Verfiigung stehende Flache (Flache der Tunica externa
oder Tunica media) entscheidet tiber die Anzahl (Dichte) an Vasa vasorum.

¢ Die Tunica media der distalen Arterien zeigt eine durchschnittliche (0,467
mm) und eine minimale (0,29 mm) avaskuldre Zone, welche ausschlieSlich
tiber Diffusion vom Lumen versorgt wird.

* Vater-Pacini-Lamellenkdrperchen konnten regelméfSig in unmittelbarer Um-
gebung zur Tunica externa der distalen Arterien nachgewiesen werden.

* Die Auspragung der Glykokalix variiert zwischen Arterien und der Vena
jugularis betrdchtlich. Arterien zeigen eine deutliche Glykokalix, welche bei
der Jugularvene teilweise vollstindig fehlt.

* Ausschliefilich bei der Vena jugularis konnten Protrusionen equiner Endo-
thelzellen aufgezeigt werden.

¢ In Einzelfdllen konnte an den distalen Arterien Mehrlagigkeit und Diskonti-
nuitdt der Membrana elastica interna nachgewiesen werden.

* Benachbarte Endothelzellen von Arterien zeigen gegeniiber den Endothelzel-
len der Vena jugularis deutlich mehr Interdigitationen.

* Lumennahe Haftkomplexe (tight- und adherens junctions) zwischen Endo-
thelzellen der distalen Arterien sind entgegen denen der Vena jugularis

gehduft anzutreffen.
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KAPITEL 6. ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend ist bei der Betrachtung des Endothels der Vena jugularis festzu-
stellen, dass im Vergleich zu den distalen Arterien, die Kontaktfliche benachbarter
Endothelzellen, das Ausmaf$ an Uberlappungen, die Anzahl an Zellkontakten,
insbesondere der tight junctions und die Glykokalix deutlich schwécher ausgepragt
sind als bei den Arterien. Das Zusammenspiel dieser Faktoren fithrt moglicherweise
zur gesteigerten Neigung der Jugularvene eine (Thrombo)- Phlebitis zu entwickeln.
Die Protrusionen der Endothelzellen konnen bei der Entwicklung einer Phlebitis
eine Rolle spielen.

Es konnte zusétzlich gezeigt werden, dass sowohl das Gewicht der Pferde als
auch das Alter der Tiere Einfluss auf die Gefaflarchitektur ausiibt. Die distalen
Blutgefifie der Schultergliedmafle reagieren mit einer Gefdfswandverdickung und
entsprechender Lumenreduktion und zeigen somit ein adaptives Verhalten auf

verdnderte hamodynamische Verhéltnisse.
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7 Summary

Histomorphological and ultrastructural examination of clinically relevant equi-

ne blood vessels

The objective of the study was to examine micro-morphometric data of the arterial
wall of clinically relevant equine distal limb arteries as a function of localization,
age, body mass, gender and breed. Furthermore, we aimed to investigate micromor-
phological characteristics of the endothelial lining within the external jugular vein
of healthy horses, which might explain the high propensity of this vein to develop
thrombophlebitis. Cellular and extracellular components of equine distal limb
arteries were examined in 35 horses. Samples of the A. digitalis palmaris communis
IT and two distal branches were taken immediately post mortally at a slaughter
house. Vessel 1 (G1) represents the proximal (A.palmaris com. II) and Vessel 3 (G3)
the distal (A. dorsalis phalangis med.) sample. Vessel 2 (G2) corresponds to the
A. digitalis dorsalis media in the middle between G1 and G3. To clarify a possible
impact of body mass or age to the micro-morphometric data, we divided the total
number of horses (n=35) into different groups of age (AG): AG 1 (n=14, 0-7 years),
AG 2 (n=11, 8-16 years), AG 3 (n=10, 17-24 years) and groups of weight (WG): WG
1 (n=4, 100-200 kg), WG 2 (n=16, 201-400 kg), WG 3 (n=15, 401-700 kg).

Quantitative analysis of different parameters was based on light microscopic
evaluation. To analyze the ultrastructure of the Tunica interna of the distal limb
arteries and the jugular vein, transmission electron microscopic evaluation was

used.

New Results of the present study are as follows:
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KAPITEL 7. SUMMARY

* The equine medial palmar artery belongs to a type of very thick-walled
muscular arteries. Wall thickness of thigh arteries increases with rising age
and weight, resulting in vessel lumen reduction

* orientation of smooth muscle cells of the Tunica media of distal limb arteries
changes at branching points from originally circular into a longitudinal
orientation along the new branch

* Intimal plaques and thickening of the Tunica interna were found in the distal
limb arteries of 3 horses. These intimal thickenings showed notable differences
in their morphological structure.

* Inindividual cases, the elastic membrane of the distal limb arteries appeared
discontinuous and multilayered.

* Vasa vasorum were located mainly in the Tunica externa (9.3 Vasa va-
sorum/mm?2) and their amount decreases towards the Tunica media (4.2
Vasa vasorum/mm?2 ) by more than half (54.84%).

* Only the area of the Tunica media and Tunica externa determines the number
(density) of supplying Vasa vasorum in the Tunica media and Tunica externa.

* The inner part of the Tunica media of the distal limb arteries represents an
avascular zone, which is supplied only by diffusion from the lumen of the
vessel. The avascular zone measured 0.467mm on average and a minimum of
0.29mm.

* Vater-Pacini-lamellar corpuscles where regular found close to the Tunica
externa of the distal limb arteries.

* There is a notable difference in the expression of the glycocalix from the distal
limb arteries (high expression) to the jugular vein (few or complete loss of
glycocalix).

* Solitary endothelial cells of the jugular vein could be observed in between
flat endothelial cells, which protrude into the lumen.

* Adjacent endothelial cells of arteries clearly show more interdigitations,
compared to the endothelial cells of the jugular vein.

* The expression of tight- and adherent junctions between endothelial cells of

distal limb arteries is more frequently compared to the jugular vein.
In summary, there are significant differences between the endothelial layer of the

distal limb arteries and the jugular vein regarding the contact area of adjacent

endothelial cells, the number of overlapping endothelial cells, the amount of cell

128



KAPITEL 7. SUMMARY

contacts and the expression of the glycocalix. The interaction of these factors
possibly leads to a high propensity of the jugular vein to develop thrombophlebitis.
Additionally, protruding endothelial cells of the jugular vein may be important in
developing phlebitis. This study has also shown that age and weight of the horses
have an impact on the vascular architecture of the arteries. The distal limb arteries
react with thickening of the vessel wall, resulting in lumen reduction as an adaptive
process under different hemodynamic conditions.
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