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GRADUIERUNG DER
GEFASSVERANDERUNGEN BEI
PULMONALER HYPERTONIE

Summary

Remodelling of the lung vessels in
pulmonary hypertension is
markedly influenced by etiologi-
cal factors. In the end the resul-
ting functional and structural
changes and the respective
morphological criteria are still
being described refering to the
classification by Heath/Edwards
dating back to the year 1958.

The use of immuno-histopatholo-
gical methods on samples of
explanted lungs from patients
with primary pulmonary
hypertension or Eisenmenger
syndrome enabled us to
demonstrate that neo-muscula-
risation of the capillaries is an
essential immuno-pathological

ZUSAMMENFASSUNG

Atiologische Faktoren einer
pulmonalen Hypertonie steuern
im wesentlichen Umfang den
Umbau der GefalSe
(Remodelling). Letztlich resultie-
ren jedoch vergleichbare funktio-
nelle und strukturelle Verande-
rungen, deren morphologische
Kriterien auch heute tGiberwiegend
mit der Klassifikation von Heath/
Edwards aus dem Jahre 1958
beschrieben werden. Durch den
Einsatz immunhistopathologi-
scher Befunde konnten wir an
Praparaten von explantierten
Lungen von Patienten mit Primd-
rer Pulmonaler Hypertonie und
Eisenmenger-Reaktion zeigen,
dals die Neomuskularisation der
Kapillaren ein wesentliches
immunpathologisches Merkmal

mark which indicates pressure
stress on the blood vessels. Addi-
tional morphometric
examinations showed media
hypertrophy to be the hallmark of
the changes in the lung vessels
occuring in pulmonary
hypertension. The specific vessel
count per area as well as the
grade of decrease in luminal
diameter were to be included in
the evaluation in addition to the
conventional histo-pathological
findings. These findings enabled
proper differentiation between
pathologically remodelled vessels
and regular vessels. Hence, a
scheme for grading of the vessels
in pulmonary hypertension based
on our results is presented.

des Umbaus druckbelasteter
GefalSe darstellt. Die zusatzlich
durchgefiihrten morphometri-
schen Untersuchungen wiesen
die Mediahypertrophie als we-
sentliches Zeichen der Gefals-
verdnderungen bei pulmonaler
Hypertonie aus. Neben der
konventionellen histopathologi-
schen Befundung sollte die spezi-
fische Anschnittsdichte der Blut-
gefdlle sowie der Umfang der
Lumeneinengung in die Bewer-
tung eingehen. Diese Befunde
konnten deutlich zwischen veran-
derten und normalen Gefallen
unterscheiden. Basierend auf
unseren Daten wird ein Schema
zur Graduierung der GefilSe bei
pulmonaler Hypertonie vorge-
stellt.

GRADUIERUNG
DER GEFASS-

VERANDERUNGEN
BEI PULMONALER
HYPERTONIE

EINLEITUNG

Eine Vielzahl systemischer und
pulmonaler Erkrankungen geht
mit einer Druckerhthung im
pulmonalen Kreislauf einher. In
der Folge resultieren verschiede-
ne klinische, funktionelle und
strukturelle Verdanderungen an
den Gefalsen. Es wird allgemein
davon ausgegangen, dafs die
Auspragung und Form des Um-
baus arterieller BlutgefalRe
(Remodelling) im Rahmen der
Pulmonalen Hypertonie (PHT)
durch dtiologische Faktoren
wesentlich beeinflullt werden [1].
Die strukturellen Prozesse werden
tiber eine differenzierte, patho-
genetische Kaskade (Uberblick
[2]) gesteuert. Dabei wird den
Endothelzellen eine Schritt-
macherfunktion zugeschrieben
[3-5]. Uber eine verdnderte
Mediatorenbalance (Zytokine,
Adhdsionsmolekiile, Peptide mit
Hormonwirkungen u.a.) werden
der Energiestoffwechsel, die
Proteinsynthese sowie die Regula-
tion der Proliferation der Zellen
beeinflullt. Ungeachtet der zu-
grundeliegenden differenten
Atiologie (u.a. Scherwirkung oder
Entziindung) werden einzelne
Mediatoren mit Schlisselfunktion
verstarkt exprimiert. Fir diese
Mediatoren existieren zahlreiche
Beziehungen, welche zwischen
vasomotorischen (Arachinon-
sduremetabolite wie die Cyclo-
oxygenaseprodukte Thromboxan
und Prostaglandine bzw. die
Lipoxygenaseprodukte Leuko-
triene oder das als ,endothelial
derived relaxing factor” beschrie-
bene Stickstoffmonoxid, NO),
entziindlichen (Adhé&sions-
molekiile und Interleukine) sowie
koagulatorischen Mediatoren
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(Plattchenaktivierungsfaktor, von
Willebrandt Faktor-Antigen) gut
untersucht sind [6-10].

Das Ergebnis ist eine Proliferation
glatter Muskelzellen, welche sich
ultrastrukturell von den tblicher-
weise dominanten, differenzierten
Zellen unterscheiden [11]. Diese
sog. ,schwarzen” Muskelzellen
sind zur Migration in die Intima
befdhigt und vollziehen eine
Transformation in Myofibro-
blasten. Wenn sie tber die Intima
das Lumen erreicht haben, bilden
sie konzentrische Ringe (“onion-
skin proliferation”) mit Zwischen-
schichten aus sezernierten Pro-
teoglykanen, kollagenen Fasern
und Elastin. Zudem kommt es zur
»,Neomuskularisation” von Kapil-
laren und Venolen.

Ungeachtet des zunehmenden
Wissens tber pathogenetische
Ablaufe beim Remodelling der
Gefdlle bei PHT wird seit tiber 40
Jahren die Klassifikation von
Heath/Edwards zur Beschreibung
morphologischer Veranderungen
bei PHT verwendet [12]. lhre
Daten beruhten jedoch fast
ausschlielSlich auf morphologi-
schen Befunde bei Patienten mit
angeborenen Septumdefekten.
Spatere differenzierte Betrachtun-
gen unter Berticksichtigung
verschiedener dtiologischen
Prozesse haben sich nicht gene-
rell durchsetzen konnen [13-18].
Alle bisherigen Schemata orien-
tieren sich an histomorpholo-
gischen Details und berticksichti-
gen unzureichend morphome-
trische Analysen und immuno-
logische Marker.

Wir haben immunologische und
morphometrische Verfahren zur
Charakterisierung von Gefal-
veranderungen bei PHT einge-
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setzt und untersucht, ob eine
differenziertere Graduierung im
Vergleich zu konventionellen
Klassifikationen moglich ist.

IVIATERIAL UND MIETHODIK

Die Auswertungen wurden an
explantierten Lungen von Patien-
ten mit Primarer Pumonaler
Hypertonie (PPH), Patienten mit
Eisenmenger-Reaktion (EM) und
Patienten ohne PHT (Kontrollen)
durchgefihrt.

Verwendet wurden histologische
Schnitte von paraffineinge-
bettetem Material mit verschie-
denen Farbungen und histoche-
mischen Reaktionen (Hamato-
xylin-Eosin [HE], Elastica von
Gieson [EvG], von Kossa und
Fibrin nach Weigert). Die immun-
histologische Untersuchung
erfolgte nach der Avidin-Biotin-
Methode fiir folgende Marker

(LCA [Darstellung aller Leukozy-
ten], UCHL-1 [Darstellung aller T-
Zellen], CD 20 [Darstellung der
B-Zellen], KP-1 bzw. CD 68
[Darstellung Monozyten/Makro-
phagen], ELAM-1 [Endothelzelle],
VCAM-1, ICAM-1 [Adhasions-
molekdile], anti human alpha-
smooth muscle actin und anti-
HLA-DR).

Neben der histologischen Bestim-
mung des Ausmafes der PHT
nach Heath/Edwards [12] wurde
die Verteilung immunbhisto-
logischer Marker gepriift. Die
morphometrische Analyse
(Olympus CH, Okular 10 x/20L
mit Skala und WHK 10 x/20L-H)
umfalite die

1. Bestimmung der spezifischen
Gefalanschnittdichte der Blutge-
falke (NA,;, Anzahl der Blutgefals-
anschnitte pro Testflache) und

2. Vermessung ausgewahlter
Distanzen (Abb. 1).

Die verschiedenen GefaRklassen
wurden bei den immunologi-

Beurteilung der Gefale

Ipurch messer Lu men

Abbildung 1: Schematische Darstellung der MeBgroBen der morphometrischen

| Durchmesser Lamina elastica inferna

“p-urchmesser Lamina elastica extemna
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schen Untersuchungen nach
Pulmonalarterien vom elastischen
Typ (PA-ET) sowie muskuldren
Typ (PA-MT), den Arteriolen (ART)
und Kapillaren (KAP) eingeteilt.
Bei der morphometrischen Analy-
se wurden Gefale zwischen 10—
20 pm (Klasse A), von 21-50 pm
(Klasse B) und Gefalle > 50 pm
(Klasse C) differenziert und nur
Gefdlle mit kreisformiger bis
ellipsoider Konfiguration (Form-
faktor 0,3) und nachweisbarem
Lumen ausgewertet.

ERGEBNISSE

1. Morphologie

Bei den Pradparaten der Patienten
mit PHT (PPH, EM) waren tber-
wiegend Verdanderungen vom

Abbildung 2: Immunhistologischer
Nachweis von glatten Muskelzellen
in der GefaBwand der Kapillaren
(rote Markierung)

Grad 4 und 5 nach Heath/Ed-
wards nachweisbar. Nur in Ein-
zelfdllen traten Befunde entspre-
chend Grad 2 oder 3 auf. In
keinem Fall wurde eine nekroti-
sierenden Arteriitis (Grad 6) oder
Veranderungen an den Venen
(veno-occlusive disease) gefun-
den. Die beschriebenen Gefal$-
umwandlungen traten sowohl bei
PPH, als auch bei EM in allen
Gefalabschnitten auf. Die alleini-
ge Betrachtung der PA-ET zeigte
bei PPH-Patienten eine exzentri-
sche Intimaproliferation mit
fibrinoider Plaquebildung. Bei EM
waren die gefundenen Verdnde-
rungen vergleichbar, betrafen
jedoch weniger als die Hilfte der
Gefdlle. In vergleichbarer Haufig-
keit traten in beiden Gruppen der
Patienten mit PHT Intima- und

Mediaverbreiterungen sowie
plexiforme Umwandlungen an
den PA-MT und ART auf.

Fur alle Gefalle konnte immun-
histologisch eine Integritat der
Endothelzellen nachgewiesen
werden (ELAM-1). Der Nachweis
von Adhdsionsmolekiilen sowie
Makrophagen/Monozyten in den
Wandschichten und/oder auf
Endothelzellen gelang nur in
Einzelfdllen. Dagegen konnten B-
oder T-Lymphozyten in der
GefalBwand bzw. auf den
Endothelzellen in keinem Fall
detektiert werden. Ein geringer
Anteil der Kapillaren bei PPH
zeigte eine ,Neo-Muskula-
risation” (Nachweis von human
alpha-smooth muscle actin).
Dieser Befund betraf bei EM

und Mediahypertrophie (links)

A

Abbildung 3: GefdB mit vorrangig exzentrischer Intimaproliferation und
perivaskuldrer Fibrose (rechts) sowie vorrangig plexiformen Veranderungen

Abbildung 4: Unterschiedliche Verdnderungen vergleichbar groBer Gefae mit
Dilatation (rechts) sowie Intimaproliferation und Mediahypertrophie (links)

J. HYPERTON. 2/1999
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deutlich mehr Gefalle und war
auch in seiner Auspragung deutli-
cher (Abb. 2).

Zusammenfassend wurden bei
PHT im fortgeschrittenen Stadium
in allen Gefdllabschnitten patho-
logische Veranderungen gefun-
den. Charakteristisch war der
Befall aller Gefalklassen sowie
das Nebeneinander unterschiedli-
cher Qualitaten (Grade) morpho-
logischer Umwandlungen (Abb.
3/4) aber auch das Vorkommen
normaler Blutgefdlle. Gegeniiber
der PPH trat eine perivaskuldre
Fibrosierung bei EM haufiger und
deutlicher auf. Die mit dem
immunhistologischen Marker zu
detektierenden Zellen und Mole-
kile waren nur in Einzelfillen auf
Endothelzellen und in der Wand
der Gefille vorhanden.

2. Morphometrie

Die Bestimmung der spezifischen
GefdlRanschnittdichte (Tab. 1)
basiert auf der Auszdhlung von
jeweils 10 Gesichtsfeldern pro
Patient. Im Ergebnis zeigte sich,
daf bei Patienten mit PHT dieser
Wert kleiner 30 ist. Dagegen liegt
der Wert bei den Kontrollen mit
40 signifikant hoher (p < 0,05).

Die ermittelten MeBwerte der
entsprechend des Formfaktors
ausgewdhlten Gefille wurden auf
Kreiswerte korrigiert und in der
Tabelle 2 dargestellt.

o Fir die Klasse A-Gefdlle zeigen
sich jeweils signifikante Unter-
schiede (p < 0,05) im prozentua-
len Anteil der Media bei PPH
und EM sowie bei PPH zu den
Kontrollen (Abb. 5). Dagegen

Tabelle 1: GefdBdichte im Vergleich der Gruppen

Gruppe  Anzahl der Patienten
PPH 32
EM 15
Kontrollen 11

* alle ausgezahlten Gefile

Anzahl der Gefille*

NA;.; (Mittelwert)

948 29,63
445 27,81
471 42,82

unterscheiden sich die EM-Pati-
enten nicht signifikant von den
Kontrollen. Der prozentuale An-
teil der Intima war zwischen den
beiden Gruppen mit PHT (EM,
PPH) sowie den EM-Patienten
und den Kontrollen signifikant
unterschiedlich (p < 0,05). Kei-
ne signifikanten Unterschiede
zeigten sich zwischen den PPH
und den Kontrollen. Der Anteil
des Lumens (Abb. 6) zeigte bei
PPH und EM keine signifikanten
Differenzen, wobei beide Grup-
pen signifikant unterschiedlich
zu den Kontrollen waren (p<
0,05).

Fur die Klasse B-Gefdlle zeigte
sich der prozentuale Anteil der
Media bei PPH und EM sowie
zwischen diesen beiden Patien-
tengruppen zu den Kontrollen
signifikant unterschiedlich (p <
0,05). Die Anteile der Intima und
des Lumens waren bei PPH und
EM nicht signifikant unterschied-
lich, wobei gegentiber den Kon-
trollen jeweils ein signifikanter
Unterschied nachweisbar war (p
< 0,05).

Fur die Klasse C-Gefdlle zeigten
sich jeweils mit der Klasse B-Ge-
fale vergleichbare Verhdltnisse.

Tabelle 2: Uberblick diber die MeBwerte

Gruppe Gefaltyp  Anzahl* Durchmesser (in pm) Prozentualer Anteil an der
Gefal¥flache
Lam. elastica ext./ Lam. elastica int./ Lumen Media Intima Lumen
Lam. elastica ext.  Lam. elastica int.
PPH Typ A 77 33,1 31,4 15,6 53,1 17,6 29,3
Typ B 284 69,4 54,3 23,2 50,8 21,8 27,4
Typ C 268 164,3 74,5 41,1 45,8 23,3 30,9
EM Typ A 63 34,1 28,4 20,7 46,2 20,4 33,4
Typ B 129 73,8 61,8 30,5 46,3 24,5 29,2
Typ C 145 172,8 148,9 81,0 41,4 28,4 30,2
Kontrolle Typ A 16 23,5 19,1 16,8 35,6 15,0 49 4
Typ B 70 41,1 32,6 31,9 31,6 16,8 51,6
Typ C 56 112,4 101,6 942 255 13,2 613

* lediglich vermessene Gefile erfalSt

y4288 J. HYPERTON. 2/1999
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erganzt werden. Basierend auf
diesen Befunden schlagen wir

Zusammenfassend ist fur die
Diagnose ,Gefdllveranderungen
durch pulmonale Hypertonie” das
Vorliegen einer Mediahypertro-
phie bzw. -plasie der muskuldren
pulmonalarteriellen Widerstands-
gefalSe essentiell. Die Erfassung
dieser Merkmale sollte unseres
Erachtens durch die Bestimmung
der spezifischen Gefdanschnitts-
dichte und des Umfangs der
Lumeneinengung (als prozentua-
ler Anteil an der Gefalflache)

veranderungen bei PHT vor:

-plasie arterieller Wider-
standsgefdlie

schnittsdichte
o mit reduzierter GefaR-
anschnittsdichte
Grad 2: Zusatzlicher Nachweis

folgende Graduierung der Gefals-

Grad 1: Mediahypertrophie bzw.

HYPERTONIE

einer Intimaproliferation
O ohne Lumeneinengung
O mit Lumeneinengung
Grad 3: Nachweis plexiformer
Veranderungen bzw.
obliterierter Gefalse

O mit normaler Gefallan-

Abbildung 5: Darstellung des prozentualen Anteils der Media am Gesamtdurch-
messer der GefdBe flr Patienten mit PPH (oben) und Kontrollen (unten). Die
Werte der einzelnen GefaBe wurden in drei Klassen eingeteilt (Typ A-C) und
in aufsteigender Folge als Fldche dargestellt (dunkelgrau).
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DISKUSSION

In den letzten Jahren wurden
zahlreiche Erkenntnisse zur
Kaskade der GefalSveranderungen
bei PHT gewonnen, wodurch sich
morphologische Befunde besser
interpretieren lassen. Von beson-
derem Interesse sind dabei die
sog. Widerstandsgefalse der
Lunge, obwohl auch die Arterien
vom elastischen Typ Veranderun-
gen zeigen (in Ubereinstimmung
mit anderen Gruppen fanden
auch wir intimale, fibrinose
Plaques als wesentliches Merk-
mal). Aus experimentellen und
autoptischen Studien ist jedoch
bekannt, daRR bei PHT besonders
die Arterien vom muskuldren Typ
eine Umwandlung erfahren.
Somit beruhen die verwendeten
Klassifikationen von Gefals-
verdanderungen bei PHT auf der
Analyse dieser Gefdlklasse. Die
Graduierung von Heath/Edwards
hat als einzige eine generelle
Verbreitung erfahren. Sie unter-
scheidet sechs Grade und charak-
terisiert nachvollziehbar die
Kriterien zur Einordnung.

Unsere immunhistologischen
Untersuchungen zeigten eine
,Neo-Muskularisation” der Kapil-
laren als Zeichen der Druck-
belastung. Dieser Befund kann
einer Betrachtung alleinig der
konventionellen Praparate, wie
auch die diskrete Media-
hypertrophie, entgehen [14]. Ob

J. HYPERTON. 2/1999
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jedoch dieses Merkmal alleinig
zwischen ,normal” und ,patholo-
gisch” im Sinne der Druck-
belastung diskriminieren kann, ist
offen, und somit kann die Sinnfal-
ligkeit der Bestimmung dieser
Veranderung zum Zweck der
Graduierung von Gefal-
veranderungen noch nicht einge-
schatzt werden.

Die Anwendung der Morpho-
metrie im Rahmen der konventio-
nellen histopathologischen Beur-
teilung der Gefdlle bei PHT dient
der metrischen Unterlegung des
gewonnen visuellen Eindruckes
und bietet daher prinzipiell die
Moglichkeit einer ,objektiveren”
Bewertung. Voraussetzung ist die
Bestimmung einer Norm, welche
bisher nicht generell akzeptiert
vorliegt. In GefalSen kleiner 2.000
pm wird der prozentuale Anteil
der Media von 1,3-7, 0 % ange-
geben [16]. In kleinen muskula-
ren Arterien (< 300 pm) soll
dieser Wert zwischen 2,8-3,1 %
fir die Gefalte des Ober- und
Unterlappens liegen. Fiir die
Lingula soll ein Wert zwischen
5,5-6,8 % als normal gelten [12].
Morphometrische Befunde bele-
gen die Differenzierung zwischen
druckverdnderten und normalen
Gefdllen tiber den Nachweis der
Mediaverbreiterung. Unsere
Daten liegen sogar noch tber den
Angaben der Literatur (Dicke der
Media bis 25 % [12]) bzw. den
durchschnittlichen Werten von
10,8 % [14] und bestdtigen die
Bedeutung der Media-
hypertrophie als ubiquitares
Merkmal der Gefals-
verdanderungen bei PHT. Durch
die zusatzliche Bestimmung der
spezifischen Gefalsanschnitts-
dichte kann auch zwischen
veranderten und normalen
Lungengefdlen unterschieden

J. HYPERTON. 2/1999

werden. Der Nachweis der
Mediahypertrophie bei noch
normaler Gefdllanschnittsdichte
(in friihen Stadien der Druck-
belastung?) steht jedoch aus.

Die hohere Grade der Gefallum-
wandlung definierende Intima-
proliferation [12, 14] wird als
Charakteristikum auch mit unse-
ren Messungen belegt. Dieser
Befund wird noch deutlicher,

wenn man die von uns metho-
disch gewahlte Erfassung von
lediglich weitgehend konzen-
trisch veranderten Gefdllen
beriicksichtigt. Eine dartiberhin-
aus mefSbare Lumenminderung
bezeichnet unseres Erachtens
einen hoheren Grad der Gefals-
verdanderungen. Erst spater sollen
Dilatationen und plexiforme
Umwandlungen auftreten [14].

100 e i

Abbildung 6: Darstellung des prozentualen Anteils des Lumens am Gesamt-
durchmesser der GefdBe fur Patienten mit PPH (oben) und Kontrollen (un-
ten). Die Werte der einzelnen GefdBe wurden in drei Klassen eingeteilt (Typ
A-C) und in aufsteigender Folge als Fldche dargestellt (dunkelgrau).
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Diese sowie obliterierte GefalRe
konnten nicht vermessen werden.

Wie auch andere Autoren [21]
fanden wir bei Patienten mit PHT
neben normalen GefalSen haufig
das gesamte Spektrum von Veran-
derungen. Somit scheint eine
Quantifizierung des Quotienten
von verdnderter zu normalen
Gefallen sinnvoll. Erste Versuche
zur Bestimmung dieses Quotien-
ten erfolgten bereits bei der
Einschatzung der Haufigkeit
plexiformer Umwandlungen [14]
sowie Verteilung von Befunden
bei unterschiedlichen histologi-
schen Merkmale bei PHT [17].
Die Bestimmung des Ausmalies
einer Stenose des Lumens [19]
sowie die Definition einer
,Gefaldilatation” sind aus unse-
rer Sicht derzeit methodisch noch
schwierig. Evtl. kann die Verwen-
dung von Flachenwerten statt der
Diameter eine genauere Beurtei-
lung ermoglichen [18, 16, 24].

AbschlieBend muls aus klinischer
Sicht darauf verwiesen werden,
dals unser Wissen tber Relationen
zwischen Morphologie/Morpho-
metrie und hamodynamischen
Daten bei Patienten mit PHT
noch beschrankt ist. Einzelne
Daten weisen in Abhangigkeit der
histologischen Verdanderungen
eine unterschiedliche Prognose
der Patienten aus [17]. Zudem
wurde ein Zusammenhang zwi-
schen fehlender Gefalsreagibilitat
bei der Verwendung dilatierender
Medikamente und dem Nachweis
einer Media-Fibrosierung [16]
sowie zwischen der Flache der
Media in den WiderstandsgefalRen
und den diastolischen Driicken
[14] gefunden. Schon Anfang der
achtziger Jahre konnte eine
Korrelation zwischen der Dicke
der Media (als ,area ratio” ange-
geben) und den vaskularen Wi-
derstanden sowie Driicken be-
schrieben werden [20, 22, 23].
Die Genese der GefaRdilatation

ler Hypertonie (schematisch)

Normales Gefall

Abbildung 7: Darstellung der Moglichkeiten zur GefaBumbildung bei pulmona-

Stenose

Plexiforme Stenose

Dilatation

HYPERTONIE

ist nicht zweifelsfrei geklart (Abb.
7). Aus unserer Sicht ist die
vorherrschende Meinung einer
Umwandlung mit schlechter
Prognose, d.h. ein hoherer Grad
der Veranderungen nicht bewie-
sen [14, 12]. Hypothetisch kann
die Dilatation auch als
Kompensationsversuch normaler
Gefale auf die erhdhten Wider-
stinde der Lunge durch die
druckverdnderten Gefdlle gelten.
In diesem Sinne konnte der
Nachweis von Dilatationen das
Korrelat erfolgreicher medika-
mentoser Therapie darstellen.
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