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Abkiirzungsverzeichnis

Aa.: Arteriae

Ak: Antikorper

Ao.: Aorta

ApoE(-/-): homozygotes Knockout-Gen fir Apolipoprotein E
CD68: cluster of differentiation 68

CT: Computertomographie

DAPI: 4’,6-Diamidin-2-phenylindol

FITC: Fluoresceinisothiocyanat

h: Stunde

IgG: Immunglobulin G

mm: Millimeter

pm: Mikrometer

mm?: Quadratmillimeter

MRT: Magnetresonanztomographie

ms: Millisekunde

m/s: Meter pro Sekunde

NRS: Normal Rabbit Serum

PBS-Puffer: phosphate buffered saline (Phosphat gepufferte Salzlosung)

PWV: pulse wave velocity (Pulswellengeschwindigkeit)



1. Einleitung

1.1 Bedeutung der Atherosklerose

1.1.1 Historisches

Die Atherosklerose ist nicht nur eine Erkrankung der Neuzeit: Einer der frihesten,
nachgewiesenen Fdlle von Atherosklerose reicht iber 3000 Jahre zurlick ins alte
Agypten. Abdelfattah et al. untersuchten die Mumie einer Frau, die um das Jahr 1570
v. Chr. gelebt hat, computertomographisch und konnten hierbei Hinweise auf

atherosklerotische Prozesse im Arcus aortae finden.!

1.1.2 Epidemiologie

Noch heute ist die Atherosklerose und deren Folgeerkrankungen ein weltweit
verbreitetes Gesundheitsproblem. Vor allem in den Industrieldndern sind sie nach wie
vor die Hauptursache fir Morbiditit und Mortalitat.?

Ein entsprechendes Bild zeigt die Todesursachenstatistik 2012 des Statistischen
Bundesamtes Deutschlands: Im Jahr 2012 verstarben insgesamt 349.217 Menschen an
den Folgen einer Krankheit des Kreislaufsystems (ICD10 100-199), was somit die
haufigste Todesursache darstellt. Unter diesen sind als ,wichtigste spezifische
Todesursachengruppe” die ischamischen Herzkrankheiten mit 128.171 Sterbeféllen,
bei denen die Atherosklerose eine bedeutende Rolle beziiglich ihrer Atiologie spielt.
Trotz Aufklarung und Kenntnisse Gber deren Gefahren haben sie nicht an Bedeutung

verloren, sondern sind ein immer groBer werdendes Gesundheitsrisiko.?

1.1.3 Risikofaktoren und Pravention

Da viele komplexe Zusammenhange zur Atherogenese beitragen, konnte eine
eindeutige Atiologie der Atherosklerose bisher noch nicht vollstindig aufgeklart
werden. Als Risikofaktoren gelten vorrangig arterielle Hypertonie, Ubergewicht,
Diabetes mellitus, Rauchen, Hyperlipidamie, Hypercholesterindmie, Lebensalter,

genetische Faktoren, unausgewogene Erndahrung und unglinstige Lebensweise.” *®



Frih wurde eine Abhangigkeit vom Blutfettspiegel, insbesondere HDL, LDL und
Triglyceridspiegel, vermutet und in Untersuchungen belegt.* °

Problematisch ist, dass das Auftreten und Fortschreiten der Krankheit fir den
Betroffenen lange Zeit ,,stumm®, in Form einer subklinischen Atherosklerose verlauft,
bis sich Symptome, wie kardiovaskulare Beschwerden, abzeichnen. Mittels
verschiedenerer bildgebender Verfahren, wie CT, MRT und Angiographie, ist es
moglich, vorhandene atheromattse Ablagerungen und Stenosen in BlutgefaRen
darzustellen oder mit Hilfe des Knochel-Arm-Indexes (ABI) auch periphere
GefdRstenosen zu erkennen. Jedoch bleibt trotz allem die grolRe Herausforderung, die
Bedeutung dieser Parameter richtig einzuschatzen und bereits vor einer Manifestation
von Symptomen einzugreifen.2

Auf Grund dessen ist eine Identifizierung von Frihindikatoren einer beginnenden

atherosklerotischen Verdanderung ebenso essentiell wie effektive Praventions-

malnahmen.

1.2 Atherogenese

Die Atherosklerose entsteht als Folge einer mehrstufigen, chronischen
Entziindungsreaktion der GefaBwand. Ausgehend von einem lokalen NO-Mangel in der
durch multiple Faktoren geschadigten GefaRwand, kommt es zu einer erhohten
Durchlassigkeit des Endothels (,Endotheliale Dysfunktion”). Hierdurch kdnnen
insbesondere LDL-Molekile und andere Plasmabestandteile eindringen.10
Makrophagen nehmen Scavenger-Rezeptor-vermittelt das in der Intima oxidierte LDL
auf und wandeln sich zu typischen Schaumzellen um. Makroskopisch entstehen
hierdurch subendotheliale Fetteinlagerungen (,fatty streaks)'.

AuBBerdem werden lokal verschiedene Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekiile sowie
Entziindungsmediatoren gebildet. Infolgedessen wandern Smooth-muscle-Zellen aus
der Tunica media in die Tunica intima ein und proliferieren dort. Diese produzieren
extrazellulare Matrix, die die gebildete Fetteinlagerung umhillt. Es entsteht ein
Plague, der sich zu unterschiedlichen Anteilen aus Fett und Bindegewebe

zusammensetzen kann.lz’ B3



Fir die ursachliche Entstehung von atherosklerotischen Ldsionen gibt es nun zwei
verschiedene Hypothesen:
e Response-to-injury-Hypothese von R. Ross:
Als initiierendes Ereignis der Atherogenese wurde die Reaktion auf eine
Endothelschidigung in mechanischer, chemischer oder immunologischer Weise®

“2 3ngesehen.

oder , Endothelfreilegung
In der heutigen, modifizierten Form dieser Hypothese wird die ,endotheliale
Dysfunktion” als Ausléser der Atherosklerose angenommen.°

«  Lipoprotein-induced-atherosclerosis“-Hypothese nach J. L. Goldstein™*?¢:

Die oxidative Modifizierung des in die Intima eingedrungenen LDLs ist hierbei die

initiale Ursache der Atherogenese.

1.3 Elastizitat und Steifigkeit der GefaBwand

Die Elastizitat der GefaBwand ist eine Grundvoraussetzung fiir eine regelrechte GefaR-
und Herzfunktion. Laut der Windkessel-Theorie sind die groBen zentralen Blutgefalle,
insbesondere die Aorta, durch ihren hohen Anteil elastischer GefdBwandschichten
dazu in der Lage, die unterschiedlichen Druckverhaltnisse wahrend Systole und
Diastole aufzufangen und einen geregelten Blutstrom an die peripheren GefdRe
weiterzugeben."

Atherosklerotische Veranderungen der Gefalwand bedingen eine Verminderung der
elastischen Eigenschaften des GefiRes.™®

Auch als physiologische Alterserscheinung nimmt die beschriebene Elastizitat der
GefaBwand auf Grund von Beschadigungen und Desorganisation der elastischen
Laminae ab, was die Wand steifer macht. Des Weiteren wird auch eine Verschiebung
des Elastin-Kollagen-Verhiltnisses beschrieben.'® %

Durch Zunahme der Gefdl3steifigkeit steigen die Belastung des Herzens, der systolische
Blutdruck und damit das Risiko kardiovaskulirer Erkrankungen.?® 2

Als physikalischer Parameter zur Beurteilung der GefaRsteifigkeit wird die Puls-

wellengeschwindigkeit (PWV) verwendet. Sie ist definiert als Geschwindigkeit des



Druckpulses entlang einer Arterie. Die Verdanderung der PWV scheint als Indikator

eines beginnenden GefiRleidens und dessen Folgen dienen zu kénnen.”>2°

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die interdisziplindre Arbeitsgruppe Bauer, Herold, Jakob et al. (Medizinische Klinik und
Poliklinik 1, Lehrstuhl Experimentelle Physik V; Wiirzburg) flihrte Messungen der
lokalen PWV und der GefaBwanddicke an mehreren Messpunkten innerhalb der Aorta
am ApoE-(-/-)-Mausmodell durch. Eine Zunahme der lokalen PWV konnte durch
Magnet-Resonanz-Tomographie nachgewiesen werden, bevor Verdanderungen der
GefaBwanddicke oder atherosklerotische Plaques zu messen sind.

Dabei konnte in der oberen abdominalen Aorta ein signifikanter Anstieg der lokalen
PWV zwischen sechs und 18 Wochen alten ApoE(-/-)-Mausen nachgewiesen werden,
ohne dass sich die GefaBwand verdickt. Dies trat erst im Alter von 30 Wochen auf. Die
lokale PWV entwickelte sich hier bei den ApoE(-/-)-Tieren von 2,0+0,1 m/s (sechs
Wochen) tber 2,940,2 m/s (18 Wochen) bis zu 3,1+0,3 m/s (30 Wochen). In der
Kontrolle lieB sich ein geringerer Anstieg messen: (2,0 + 0,1) m/s bei sechs Wochen,
2,2+0,2 m/s (18 Wochen) bis zu 2,3 + 0,1 m/s (30 Wochen).?’

Hieraus ergibt sich eine zentrale Fragestellung: Lasst sich fur die friihzeitige Erhéhung
der lokalen PWV ein histomorphologisches Korrelat finden?

Um diese Frage zu beantworten, werden folgende drei Parameter in vorliegender
Arbeit Uber einen Zeitraum von 30 Wochen an der Aorta im Mausmodell untersucht:

1. Elastinfragmentierung der elastischen Laminae der Tunica media und intima

2. Kollagengehalt der gesamten GefaBwand

3. Makrophageneinwanderung in die GefaBwand

1.4.1 Elastinfragmentierung

Grundlage dieses Untersuchungsaspektes soll folgende Hypothese sein: Durch Briiche
der elastischen Laminae beziehungsweise Desorganisation der elastischen Fasern
innerhalb der GefaBwand nimmt die Elastizitdt eines GefdaRes ab und dadurch dessen

Steifigkeit zu, was sich in einer erhéhten Pulswellengeschwindigkeit manifestiert.



Die elastischen Laminae und deren Beschaffenheit zeigen sich in bisherigen
Untersuchungen verschiedener Autoren am Tiermodell als wichtiger Einflussfaktor auf
Gefal3steifigkeit und mechanische Eigenschaften.zo’ 28,29

So postuliert O'Rouke, dass sich ein Zusammenhang zwischen Beschadigungen dieses
elastischen GefaBwandanteils und der entsprechenden Zunahme der GefaBwand-
steifigkeit ergibt.*°

Die Forschungsgruppe Santelices et al. nahm hierzu ex-vivo Messungen der Aorta vor,
um deren Steifigkeit zu bestimmen und die Griinde hierfir zu untersuchen. Dabei
stellten sie einen Anstieg der Gefal3steifigkeit mit fortschreitendem Alter fest. Ebenso
war eine Zunahme der Desorganisation und Beschadigung der elastischen Fasern in
der Aortenwand mittels qualitativer Analysen transversaler Schnitte erkennbar.3!

Wie in weiteren Veroffentlichungen beschrieben (Osborne-Pellegrin et al.zg), wird
angenommen, dass die in der GefdaBwand enthaltene Lamina elastica interna (IEL) aus
konzentrisch angeordneten Lagen vernetzter elastischer Fasern besteht. Osborne-
Pellegrin et al. stellten in ihrer Arbeit die Lamina elastica interna in weiten,
longitudinalen Schnittebenen eines GefdaBes dar und konnten so Rupturen der
elastischen Laminae zeigen.”

Derartige Rupturen werden auch bei Jones et al. in untersuchten ApoE(-/-)-Mausen als
initiale atherosklerotische Lasion beschrieben.?®

Wihrend Santelices et al.*!

die Elastinfragmentierung in qualitativer Weise
bestimmten und anhand dessen einen Zusammenhang mit Atherogenese und
GefaBwandsteifigkeit im Mausmodell herstellten, wird in vorliegender Arbeit die
Anzahl der Briiche der elastischen Laminae bezogen auf die GefaBwandquerschnitts-
flache quantitativ bestimmt. Das in der GefdaBRwand enthaltene Elastin wird mit Hilfe
einer histologischen Anfarbung hervorgehoben und Kontinuitatsunterbrechungen der
Elastinlaminae zahlenmaRig in lokalen Abschnitten der Aorta ascendens sowie der
Aorta abdominalis untersucht. Dies ermoglicht eine objektive Beurteilung der
Elastinveranderung und damit eine bessere Vergleichbarkeit der Testgruppen.

Im Gegensatz zur longitudinalen Schnittfithrung von Osborne-Pellegrin et al.”® werden

in dieser Arbeit transversale, histologische Schnitte verwendet. Dies bringt den Vorteil,



dass der gesamte GefaBwandquerschnitt bezliglich lokaler Elastinfragmentierung
beurteilt werden kann. Damit koénnen diese Verdnderungen gezielt mit jenen
Bereichen in Verbindung gebracht werden, in denen sich eine im MRT nachgewiesene

lokale Pulswellengeschwindigkeitserhohung messen liels.

1.4.2 Kollagengehalt

Als weiterer mechanischer Parameter, der einen Beitrag zu einer Erhohung der
GefaRsteifigkeit leisten kann, ist der Kollagenanteil der GefaBwand untersucht und
beschrieben,?® 23233

Daher soll auch die Entwicklung des Gefallkollagens und die moéglicherweise erhéhte
Bildung und Ablagerung solcher Fasern anhand von lokalen, histologischen,
transversalen Schnitten bestimmt werden. Es soll tiberpriift werden, ob ein erhdhter

Kollagenanteil die GefaBwand auf restriktive Weise einschrankt oder versteift und

letztlich die lokale PWV erhoht.

1.4.3 Makrophageneinwanderung
Bei dem im Zusammenhang mit der Atherogenese ablaufenden Entziindungsprozess
und der Plaqueentstehung spielen in die GefadBwand eingewanderte Makrophagen und

deren Umwandlung in Schaumzellen eine bedeutende Rolle.® 3437

Entsprechend der
,Lipoprotein-induced-atherosclerosis“-Hypothese nach J. L. Goldstein wird als initiie-
rendes Ereignis der Atherogenese die Aufnahme von modifiziertem LDL durch
Makrophagen und der daraus resultierenden Folgen angenommen.** *°

Durch den in dieser Arbeit verwendeten Versuchsaufbau mit nach Western-Typ-Diat
geflitterten ApoE-Knockout-Mdusen werden rasch atherosklerotische GefalRwand-
lasionen und Plaques provoziert. Nun soll untersucht werden, ob die Makrophagen-
besiedelung der GefakRwand in Zusammenhang mit der friih ansteigenden lokalen PWV
steht. Die Makrophagen werden hierbei durch einen geeigneten Antikorper gegen das
makrophagenspezifische CD68-Protein sichtbar gemacht und in oben beschriebener

Schnittfiihrung quantitativ als Besiedelungsflache untersucht.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Auf Grund der fiir die Atherogeneseforschung passenden Eigenschaften wird die Maus
als bewihrtes Tiermodell ausgewahlt.>**

Fiir die vorliegende Arbeit werden Versuchstiere verwendet, bei denen bereits
Pulswellengeschwindigkeit und GefaBwanddicke bestimmt sind (Gotschy et al.?’). Alle
Tiere wurden von Charles River Laboratories Germany GmbH (Sulzfeld, Deutschland)
bezogen.

Insgesamt werden zwei Versuchstiergruppen unterschieden: Jede besteht aus drei
gleich grofRen Untergruppen, die sechs, 18 und 30 Wochen alt sind. Die Testtiergruppe
besteht aus 26 ApoE-Knockout-Méausen (B6.129P2-Apoe™""; im Folgenden ApoE(-/-)
genannt), die durch ihre homozygote Knockout-Modifikation der Gensequenz des
Apolipoproteins E extrem zu Atheroskleroseentwicklung neigen. Dieser Gendefekt
verursacht Fehlfunktionen in verschiedenen Lipoproteinen und an LDL-Rezeptoren,
wodurch eine atherogene Dyslipiddmie und stark erhdhte Cholesterinspiegel
beglinstigt werden. Um den Effekt noch weiter zu verstarken, erhalten die ApoE(-/-)-
Mause von Versuchsbeginn an nur spezielles, besonders fett- und cholesterinreiches
Futter (TD88137; ssniff GmbH, Soest, Deutschland) in Form einer Western-Typ-Diat.
Als Kontrollgruppe werden 24 , C57BL/6J“-Méause verwendet, die keine genetischen
Veranderungen aufweisen und ausschlielich mit ausgewogenem Futter erndhrt
werden. Sie dienen als Referenzgruppe, um die GefalRentwicklung wahrend des
physiologischen Alterungsprozesses zu charakterisieren.

Die unterschiedliche Erndhrung und genetische Ausstattung der Tiere ist eine

Notwendigkeit, um den fiir diese Arbeit zu untersuchenden Zustand zu induzieren.

2.2 Prdparatvorbereitung

2.2.1 Praparatgewinnung
Die zuvor angesprochene Fragestellung soll an Abschnitten der Aorta ascendens sowie

der Aorta abdominalis ex vivo erforscht werden. Hierzu werden die bendtigten



Segmente nach dem Téten der Mause durch Praparation dargestellt, entnommen, zur
Fixierung in Tissue Tec® O0.C.T.™ Compound (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan
den Rijn, Niederlande) eingebettet und bei -80° C tiefgefroren. Die Prdparate werden
so angepasst, dass jede Maus ein ahnlich konfiguriertes Gewebepraparat liefert. Dieses
beinhaltet das Mauseherz mit aufsteigendem Teil der Aorta, Aortenbogen und
absteigendem Anteil sowie, parallel hierzu in den Praparatblock eingelassen, den
Anteil der Aorta abdominalis, der aus dem Bereich zwischen Zwerchfelldurchtritt der
Aorta und Abgang der Arteriae renales stammt. Von diesem gefrorenen, eingebetteten
Gewebe werden anschlieBend bei -25° C mit Hilfe eines Kryotoms (Leica CM1850; Leica
Biosystems, Nussloch, Deutschland) vom oberen Pol des Gewebeblocks beginnend und
mit einer Schnittfihrung quer zur Aortenldngsachse zehn 8 um starke Schnitte erstellt,
von denen jeder zweite verworfen wird. Die folgenden 500 um des Gewebeblocks
werden fir diese Untersuchung nicht verwendet. Daraufhin wird nach vorhergehender
Beschreibung eine weitere Serie 8 um starker Schnitte erstellt. Diese beiden Vorgange
wiederholen sich abwechselnd bis der gesamte Praparatblock aufgearbeitet ist. Auf
diese Weise erhdlt man pro Maus in meist 14 Hohenebenen, die jeweils 500 um weit
voneinander entfernt liegen, eine Serie von finf gleichwertigen und 8 pum starken
Gewebsschichten, die in Bezug zum fixierten Gewebe etwa auf gleicher Hohe liegen.
Hierdurch kann die Aorta einer Maus mit bis zu flinf unterschiedlichen histologischen
Farbeverfahren untersucht werden. Die Ergebnisse dieser verschiedenen Methoden

kénnen in nahezu identischer Ebene miteinander verglichen werden.

2.2.2 Schnittebenenauswahl

Um die Resultate der lokalen PWV-Messungen mit den histologischen Betrachtungen
in Beziehung setzen zu kdénnen, soll moglichst dieser Bereich der Aorta histologisch
betrachtet werden, an dem auch die MRT-Messungen der PWV erfolgten. Es werden
die Aorta ascendens und die Aorta abdominalis analysiert:

Fir die Aorta ascendens wird hierzu in ihrem Verlauf der Bereich zwischen
Aortenwurzel und Aortenbogen betrachtet. Um diesen Bereich aussagekraftig zu

reprasentieren werden drei Schnittebenen, die zwischen den beiden erwahnten



Grenzpunkten liegen und zueinander einen gleichen Abstand aufweisen, ausgewahlt
und entsprechend der jeweiligen Fragestellung untersucht.

GleichermaRRen wird bei dem zu untersuchenden Anteil der Aorta abdominalis
verfahren. Das relevante Untersuchungsareal fiir diese erstreckt sich von einer Ebene,
die 2 mm kaudal des Zwerchfelldurchtritts der Aorta lokalisiert ist und zugleich auch
als Messpunkt im MRT galt, bis zu einer hiervon 7 mm kaudal gelegenen Grenzmarke

(Grafik 1).
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Grafik 1: Schematische Darstellung untersuchter Bereiche innerhalb der Aorta

Da der Zwerchfelldurchtritt der Aorta individuell variabel ist und somit dieser Punkt bei
histologischer Betrachtung nicht mit Eindeutigkeit lokalisiert werden kann, wird durch
die Untersuchung dreier Uber diesen Bereich gleichmaRig verteilter Ebenen ein

statistisch aussagekraftiges Mittel Gber die lokalen Verhaltnisse angestrebt.



2.3 Farbemethoden

2.3.1 Elastika nach van Gieson

Zur histologischen Darstellung elastischer Laminae wird eine modifizierte Elastika-
Farbung nach van Gieson gewahlt. Fir diese Methode wird eine Resorcin-Fuchsin-
Losung nach Weigert benétigt, die elastische Laminae in einer schwarzen bis
dunkelvioletten Farbe erscheinen lasst. Die erforderliche Losung wird einem Elastika
van Gieson Kit (Art.-Nr. 1.15974.0001; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
entnommen. Es zeichnet sich in zahlreichen Farbereihen bei Verwendung dieser
Komponenten mit Kryogewebepraparaten ab, dass sich bei ausschliefllicher Nutzung
der Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert Elastinlaminae und deren Fragmentierung
am besten darstellen lassen. Auf ein Gegenfarben des umliegenden Gewebes durch die
Ubrigen Bestandteile des Farbekits, wie Weigerts-Eisenhdamatoxylin und Pikrofuchsin
nach van Gieson, kann somit verzichtet werden.

Folgendes Farbeprotokoll kommt zur Anwendung: Vor Verwendung der auf
Objekttrager platzierten, gefrorenen Gewebeschnitte miissen diese bei Raum-
temperatur mindestens 30 min lang auftauen. Danach folgt ein siebenmindtiges
Eintauchen in Aqua destillata. Nun werden die Schnitte genau 10 min in Resorcin-
Fuchsin-Loésung nach Weigert angefarbt. Nach Abschluss des Farbevorgangs muss ein
Spilen unter flieRendem Leitungswasser fiir eine Minute erfolgen, woran sich ein
kurzes Einbringen der Prdparate in Aqua destillata anschlieBt. Dann folgt eine
Entwéasserung des Gewebes mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe. Hierzu werden
die Praparate nacheinander in 50%-igem, 75%-igem und 96%-igem Ethanol fir je eine
Minute eingetaucht. Danach verweilt das Farbegut zu je 5 min der Reihe nach in einem
Gemisch aus gleichen Teilen Xylol und Ethanol, in Xylol und in zwei verschiedenen
Behaltnissen mit Rotihistol. Abschliefend wird das Gewebe mit einem Eindeckmedium
(Entellan®; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) fixiert und durch ein Deckglas

geschitzt.

10



2.3.2 Pikro-Sirius-Rot nach Puchtler

Um den Kollagenanteil der Praparate histologisch deutlich sichtbar zu machen, wird
eine modifizierte, kollagenspezifische Pikro-Sirius-Rot-Farbung (nach Puchtler et al.®)
verwendet. Durch diese ldsst sich Kollagen im Lichtmikroskop als rot angefarbte
Struktur erkennen. Anfarbendes Reagenz bei dieser Methode ist ein Gemisch, das zu
neun Teilen aus gesattigter Pikrinsaure (C.1.10305) und zu einem Teil aus 1%-igem
Sirius-Rot (C.1.35780) besteht und erst nach einer Mindestdauer von 24 h nach
Erstellung verwendet werden kann. Wie bei der vorherigen Farbemethode dargestellt,
miussen die Praparate hierfiir ebenso aufgetaut werden, um sie anschlieRend fiir genau
35 min in das Pikro-Sirius-Rot-Reagenz zu geben. Danach werden die Objekttrager
nacheinander in drei verschiedene, mit Aqua destillata befiillte GefdRe je dreimal
eingetaucht. Die anschlielende Entwdsserung und Fixierung geschieht nach dem unter

2.3.1 beschriebenen Schema.

2.3.3 Makrophagendarstellung mit CD68 Antikorper

Die Makrophagen werden histologisch durch eine immunhistochemische Anfarbung
des makrophagenspezifischen Proteins CD68 detektiert. Hierzu wird das Praparat mit
Antikorpern gegen das CD68-Protein behandelt und dieses unter fluoreszierendem
Licht sichtbar gemacht (Grafik 2).

Die Farbung wird nach folgendem Schema erstellt: Die gefrorenen Praparatschnitte
werden eine Stunde lang bei Raumtemperatur aufgetaut und an der Luft getrocknet.
Daraufhin werden diese in -20° C kaltem Aceton 10 min fixiert. Nachdem die Schnitte
wiederum kurz an der Luft angetrocknet sind, werden sie dreimal zu je 5 min in PBS-
Puffer gewaschen. Damit der im Folgenden aufgebrachte Antikérper nicht mit dem
zweiten Schnitt auf dem gleichen Objekttrager in Beriihrung kommt, werden diese mit
Hilfe eines speziellen Markerstiftes (Imm Edges'™ Pen; Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, Kalifornien, USA) durch eine Linie getrennt. Nun wird auf die Praparate ein
3%-iges Serum eines Hasen (Normal Rabbit Serum S-5000; Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, Kalifornien, USA) aufgebracht und fiir 30 min in einer feuchten Kammer

inkubiert. Dieses dient dazu, unspezifische Bindungen fiir den Antikdrper gegen CD68
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zu blockieren und das Gesamtergebnis so spezifischer zu machen. Anschliefend wird
auf einen der Schnitte jedes Objekttragers der Antikdrper gegen CD68, der im
Verhaltnis 1:75 mit 3%-igem Normal Rabbit Serum (=NRS) verdinnt ist, aufgetragen.
Auf die zweite Gewebeprobe eines jeden Objekttragers, die bei Auswertung als

Kontrolle dient, wird lediglich 3%-iges NRS aufgebracht. Der Versuchsansatz muss nun

Uber Nacht bei 4° C inkubieren.

K ? )— FITC-markiertes Streptavidin

Biotin

Anti-Antikorper

CD68 spezifischer Antikorper

Makrophage

Grafik 2: Schematische Darstellung der makrophagenspezifischen Fidrbung gegen CD68-Protein

Das verwendete Reagenz ist ein monoklonaler ,,Rat anti mouse CD68“-Antikorper vom
Isotyp IgG2a des Herstellers ,,AbD Serotec” (MCA1957, Bio-Rad AbD Serotec Limited,
Kidlington, Oxfordshire, UK). Nach der Inkubation folgt ein dreimaliges Waschen in
PBS-Puffer fur jeweils 5 min. Danach werden alle Schnitte mit einem zweiten, im
Verhaltnis 1:100 mit 3%-igem NRS verdiinnten, biotinyliertem Antikérper (Biotinylated
Anti-Rat 1gG (H+L) BA-4001; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA),

der spezifisch gegen den CD68 Antikorper gerichtet ist und an diesem bindet, fiir eine
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Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es schlieBt sich wiederum ein dreimaliges
Waschen in PBS-Puffer fiir jeweils 5 min an. Nun wird im Verhaltnis 1:100 verdiinntes,
FITC-markiertes Streptavidin (Streptavidin fluorescein SA-5001; Vector Laboratories,
Inc., Burlingame, Kalifornien, USA) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf die
Schnitte gegeben. Nachdem sie dann flr 5 min in PBS-Puffer gespilt wurden, werden
die Praparate abgetrocknet und die Zellkerne mit 1:1000 verdiinntem DAPI fiir 15 min
bei Raumtemperatur gegengefarbt. AnschlieRend wird nochmals fir zweimal 3 min in
PBS-Puffer gewaschen und die Schnitte auf den Objekttragern mit einem speziellen
Eindeckmedium (Vectashield® - Mounting Medium for Fluorescence H-1000; Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA) fixiert. Die angefarbten histologischen
Praparate werden zur besseren Konservierung des Fluoreszenzeffektes kiihl und

dunkel gelagert.

2.4 Auswertungsmethoden

2.4.1 Elastinfragmentierung

Die Quantifizierung der Elastinfragmentierung wird wie folgt durchgefiuhrt: Die
einzelnen Schnittebenen, die zuvor mit dem Verfahren Elastika van Gieson angefarbt
wurden, werden mit Hilfe eines Mikroskops des Modells ,Axioskop 2 plus” (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Deutschland), einer aufgesetzten Digitalkamera (Modell 14.2
Color Mosaic; SPOT Imaging Solutions, a division of Diagnostic Instruments, Inc.,
Sterling Heights, Michigan, USA) und der passenden Software , Spot Basic“ der Firma
SPOT Imaging Solutions in der Version 4.0.9 digital aufgenommen (Grafik 3 und 4).
Diese digitalen Aufnahmen werden anschlieBend mit dem Programm ,Image J“
(Version 1.43m, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) am PC
ausgewertet. Mit Hilfe dieser Softwareanwendung wird die GefdRflaiche auf der
digitalen Aufnahme bestimmt, wobei zuvor fiir die passende Skalierung gesorgt wurde.
Uber die Funktion ,Threshold, die den Kontrast bestimmter Bildausschnitte verstarkt
und festgelegte Farbbreiten hervorhebt, kann die auszumessende GefdRflache

markiert und anschlieBend planimetrisch bestimmt werden. Durch das ,,Wand (tracing)

13



tool“-Auswahlwerkzeug wird so zuerst die Gesamtflache des GefalRes inklusive Lumen
und anschliefend dieses separat flaichenmaBig berechnet. Diese beiden Werte werden
dann subtrahiert, um so die reine Flache des in der jeweiligen Schnittebene vor-
handenen GefaRquerschnitts zu erhalten. Die Plagueflache flieRt hierbei nicht in die

GefaBwandquerschnittsflache ein.

200 pm

Grafik 3: Aorta ascendens einer 30- Grafik 4: VergréfSerte Darstellung des

wdchigen ApoE(-/-)-Maus bei 100- in Grafik 3 rot eingerahmten Areals;
facher Vergréfierung; Elastika-van- 400-fache Vergréfierung; Elastika-
Gieson van-Gieson

Mit dem oben erwdhnten Mikroskop wird der jeweilige GefdalRquerschnitt bei 1000-
facher VergroRRerung betrachtet und die Elastinfragmentierung visuell bestimmt. Dabei
wird jede Unterbrechung der Kontinuitdt einer Elastinlamina innerhalb des
Gefallwandquerschnitts als ein Bruch gewertet. In Grafik 4 werden zwei derartige
Veranderungen durch einen roten Kreis markiert.

Nun werden die gemessenen Werte fur den GefalRquerschnitt und die Anzahl der

Briiche fir die jeweilige Schnittebene wie folgt zueinander in Beziehung gesetzt:

n (Anzahl der Elastinlaminarupturen)

n
Elastinfragmentierun =
8 8 [mmz] GefaBwandquerschnittsfliche [mm?]

Als Ergebnis entsteht so ein Parameter mit der Einheit ,Elastinlaminarupturen pro
mm? GefdaBwandquerschnittsfliche”, der einen Vergleich der Elastinfragmentierung

der untersuchten Aortenanteile erméglicht.
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Bei mikroskopischer Betrachtung der ersten beiden Schnittebenen der Aorta
unmittelbar nach Abgang aus dem Herzen, fallt ein solch immenser Anstieg der
Fragmentierungsrate der sichtbaren elastischen Laminae auf, dass diese nicht mit
ausreichender Sicherheit bestimmt werden kdnnen und daher nicht ins Endergebnis

der Untersuchung mit einflieBen.

2.4.2 Kollagenanteil

Durch Pikro-Sirius-Rot ist eine Darstellung von Kollagen innerhalb von Geweben
moglich, da es dieses anfarbt und seine doppelbrechende Eigenschaft erhéht. Da diese
Farbung alleine Kollagen nicht spezifisch genug erkennen lasst, werden Sensitivitat und
Spezifizitit durch zusatzliche Verwendung von polarisiertem Licht erhéht.** *°
Whittaker et al. weisen nach, dass die Kollagendarstellung mittels dieser Methode
durch Verwendung von zirkular statt linear polarisiertem Licht noch verbessert werden
kann. Das Kollagen wird hierdurch auf Grund seiner anisotropen Molekularstruktur
und gerichteten Orientierung im Gewebe in héherem MaRe hervorgehoben.*

In vorliegender Arbeit wird deshalb zur Darstellung des Kollagenanteils der jeweiligen
Schnittebenen zirkular polarisiertes Licht wdhrend des Mikroskopierens und der
digitalen Bildaufnahme verwendet. Zur digitalen Aufnahme der PSR-gefarbten
Gewebeschnitte wird das gleiche Geratesetting wie bei der zuvor beschriebenen
Elastinauswertung benutzt. Um an diesem Aufbau mit zirkuldr polarisiertem Licht
untersuchen zu kénnen, wird das erwahnte Mikroskop mit Hilfe eines entsprechenden
Polfilters modifiziert. Die Erfassung und Auswertung des Kollagenanteils erfolgt nach
einer modifizierten Methode etablierter Verfahren®®: Unter Verwendung des
Programms ,,Spot Basic, Version 4.0.9“ werden die einzelnen Schnittebenen bei einer
Belichtungszeit von 445,791 ms aufgenommen. Davor erfolgt ein WeiBabgleich und
Abgleich des durch das Okular sichtbaren Bildes mit dem auf dem PC dargestellten
Mikroskopbildes. Als Ergebnis entsteht eine Darstellung des im Gewebe enthaltenen
Kollagens, das je nach Faserdicke vor schwarzem Hintergrund in unterschiedlicher

Farbgebung dargestellt wird. GroRere Fibrillenkaliber erscheinen rot-orange, wahrend
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dinnere Fasern grin-gelb dargestellt werden.*” Dies entspricht denen im

Nachfolgenden als Dunkelbild bezeichneten Aufnahmen (Grafik 6 und 8).

Grafik 5: Aorta abdominalis einer 30- Grafik 6: Schnittebene aus Grafik 5
wdchigen ApoE(-/-)-Maus bei 100- bei Durchleuchtung mit zirkuldr
facher VergréfSerung; PSR, Durchlicht polarisiertem Licht; PSR, Durchlicht
(Hellbild) mit Polfilter (Dunkelbild)

200 pm
Grafik 7: VergréfSerte Darstellung des Grafik 8: VergrédfSerte Darstellung des
in Grafik 5 rot eingerahmten Areals; in Grafik 5 rot eingerahmten Areals;
400-fache Vergréfserung; PSR, Durch- 400-fache VergréfSerung; PSR, Durch-
licht (Hellbild) licht mit Polfilter (Dunkelbild)

Da sich der Hintergrund einer solchen Kollagendarstellung auf Grund von Artefakten

und streuender Lichtstrahlen nicht stark genug von den Kollagenanteilen abhebt, muss
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dieser durch digitale Nachbearbeitung optimiert werden. Dies geschieht mit Hilfe des
wissenschaftlichen Bildbearbeitungsprogramms ,Sigma Scan Pro“ (Version 5.0, Systat
Software Inc., San Jose, Kalifornien, USA) in folgender Weise: Das Dunkelbild wird im
Programm geo6ffnet und dupliziert. Eine Version der Aufnahme wird herangezogen und
durch entsprechende Farbkanalseparation in ein Schwarz-WeiR-Bild iberfiihrt. Uber
die Funktion ,Intensity Brightness” wird die Helligkeit der Aufnahme nun soweit
reduziert, bis nur noch die Umrisse des aufgenommenen Gewebes erkennbar sind. Mit
Hilfe der Funktion ,lmage Math” werden die Werte der einzelnen Pixel des
modifizierten Schwarz-WeiR-Bildes vom unbearbeiteten Dunkelbild subtrahiert und es
entsteht eine Kollagenaufnahme mit gutem Hintergrundkontrast und ausgeschalteten
Storfaktoren.

Um den Kollagenanteil und einzelne Kollagenfibrillenkaliber quantitativ bestimmen zu
konnen, wird das bearbeitete Bild durch die Funktion ,Color Separation Typ HSV“ in
Farbkanale gesplittet. Hiervon wird als Einziger der Farbkanal ,,Hue” bendtigt, welcher
die Intensitdt der Pixel eines digitalen Bildes hervorhebt. Die Pixelwerte dieser Hue-
Modifikation konnen nun mittels eines Histogramms als Zahlenwertverteilung
dargestellt werden. Unter zuvor erfolgter Zuordnung, welche Wertebandbreite des
Histogramms welcher Kollagenfaserdicke entspricht, werden die Werte dieses
Histogramms in eine mit ,Microsoft Office Excel 2007“ (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA) erstellte Tabelle iberfiihrt. Die Pixelanzahl der einzelnen
Farbbereiche, die unterschiedliche Kollagenkaliber reprdsentieren, wird jeweils in
Relation zur Gesamtpixelanzahl des erfassten Kollagens gesetzt und so anteilig in
Prozent aufgetragen.

Bis zu diesem Arbeitsschritt werden Gewebellicken und der Teil der Aufnahme, der nur
Hintergrund zeigt, noch nicht fiir die endgitiltige Berechnung bericksichtigt. Um auch
den Kollagenanteil bezogen auf die gesamte GefaRwandquerschnittsfliche, zu der in
diesem Untersuchungsmodus auch die Plaqueflache zahlt, zu berechnen, miissen die
Gewebellicken noch separat bestimmt und in die Flachenberechnung einbezogen
werden. Zu diesem Zweck wird zuséatzlich zu jeder Aufnahme eines Praparates eine

weitere in normalem Durchlicht, welches das gesamte Lichtspektrum enthalt,
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angefertigt. Diese Aufnahme wird im Folgenden als Hellbild bezeichnet und zeigt den
gleichen Ausschnitt des GefalRquerschnittes in identischer VergréBerung und Position
(Grafik 5 und 7).

In ,Sigma Scan Pro“ wird das Hellbild gedffnet und lber eine entsprechende Option in
ein Graustufenbild umgewandelt, wodurch der Kontrast zum Hintergrund erhdht
werden kann. AnschlieRend wird mit der Funktion ,Intensity Threshold”“ der Kontrast
zwischen dargestelltem Gewebe und Hintergrund optimiert und dabei die
Gewebeliicken sowie der Hintergrund als rote Flache dargestellt. Diese wird im
darauffolgenden Schritt mittels ,Scion Image” (Version 4.0.3.2, Scion Corporation,
Walkersville, Frederick, Maryland, USA) Uber eine entsprechende Funktion als
prozentualer Anteil des Gesamtbildes ausgegeben. Die so bestimmten Hintergrund-
und Gewebellickenanteile einer digitalen Aufnahme werden in oben genannter Tabelle

mit eingebunden und der relative Kollagenanteil am Gewebe wird bestimmt.

2.4.3 Makrophageneinwanderung anhand Anti-CD68-Quantifizierung

Die im Rahmen der Entziindungsreaktion in die GefaBwand eingewanderten
Makrophagen sollen histologisch durch eine immunhistochemische Anfarbung des
makrophagenspezifischen Proteins CD68 detektiert werden. Die grundlegende
Methodik zur Anfarbung, Segmentierung und Auswertung wird an eine bereits von
Burtea et al.* etablierte angelehnt.

Im Laufe der histologischen Anfarbung werden unspezifische Bindungsstellen flr den
Antikorper gegen das CD68-Protein im Gewebe geblockt. Es wird anschliefend mit
dem angesprochenen CD68-spezifischen Antikorper inkubiert, der daraufhin an
Makrophagen binden kann. Da bis zu diesem Schritt noch kein auswertbares Signal
entsteht, wird noch ein biotinylierter Anti-Antikérper eingesetzt, der an den
vorangegangenen Antikorper bindet. Durch Ankopplung des Biotins sind nun mehr
Bindungsstellen fir das anschlieBend aufgebrachte FITC-markierte Streptavidin
vorhanden, wodurch eine Signalverstarkung erzeugt wird.

Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kann das von FITC-markiertem Streptavidin

ausgehende Signal erfasst werden, welches als Aquivalent der Makrophagendichte
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angesehen wird. Um die strukturellen Verhdltnisse im Gewebeschnitt besser
darzustellen, werden die Kerne mittels einer DAPI-Farbung gegengefarbt. So erschei-
nen das CD68-Protein der Makrophagen griin und die Kerne aller Zellen blau (Grafik 10
und 11). In dieser Untersuchung wird ein Mikroskop des Modells ,Axiovert 135“ von
Zeiss (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) verwendet. An diesem ist eine
Fluoreszenzbeleuchtungseinheit ,,Fluo Arc“ angeschlossen, sowie eine digitale Kamera
»AxioCam Mrm“, die beide ebenfalls von der Firma Zeiss produziert wurden. Durch den
Aufbau und einem hieran angeschlossenen PC lassen sich digitale Aufnahmen der mit
fluoreszierendem Licht beleuchteten Gewebeschnitte mit Hilfe des Computerpro-
gramms ,Axio Vision Rel. 4.5 (Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland) zur weiteren Bearbeitung und Auswertung abspeichern. Hierbei werden
sowohl ein separater Farbkanal fir das DAPI-Signal, als auch fir das FITC-Signal
aufgenommen. Beide Farbkandle werden hinterher durch das oben erwihnte

Programm in einem Gesamtbild zusammengefuigt.

200pm

Grafik 9: Aorta ascendens einer 30- Grafik 10: Schnittebene aus Grafik 9

wdchigen ApoE(-/-)-Maus bei 100- unter fluoreszierendem Licht; 100-
facher Vergréfierung; ungeférbt bei fache Vergréfierung;, CD68-Immun-
Durchlicht fluoreszenz

Bei allen Aufnahmen werden fiir die jeweiligen VergrofRerungen und Farbkanile
festgelegte und standardisierte Belichtungszeiten verwendet.
Damit die Untersuchungsergebnisse der einzelnen Ebenen miteinander verglichen

werden kdonnen, muss auch fir diese Farbemethode ein einheitlicher Parameter
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gewahlt werden. Hierzu wird ein Quotient verwendet, der die Flache des entstehenden
Signals des FITC-markierten Streptavidins in Beziehung zur jeweiligen GefaBRwandquer-

schnittsflache, die in dieser Fragestellung die Plaqueflache miteinschlieft, setzt:

CD68-markierte Flache [mm?]

GefaBwandquerschnittsfliche [mm?2]

Makrophagenbesiedelung [%] =

So kann die Makrophagenbesiedelung des jeweiligen Gefdallabschnittes, welche hier als
Aquivalent des fluoreszierenden Signals aufgefasst wird, anteilig an der gesamten
GefaBwandquerschnittsflache angegeben werden. In dhnlicher Weise wird bei Sigovan
et al.** eine Makrophagenbesiedelungsfliche in der Einheit mm? bestimmt. Um die
einzelnen Ergebnisse in quantitativer Weise zu vergleichen, werden mit Hilfe der in
digitalen Bildern festgehaltenen Signalanhebungen verschiedene Messwerte ermittelt.
Dafiir wird das digitale Foto, welches FITC- und DAPI- Signale zeigt, im Programm

»lmage J“ in der Version 1.43m gedffnet.

Grafik 11: Ausschnitt einer
Aorta ascendens mit Plaque
einer 30-wéchigen ApoE(-/-)-
Maus bei 200-facher Vergréf3-
erung unter fluoreszierendem
Licht; CD68-Immunfluoreszenz

Zuvor muss jedoch das Programm mit einer Eichaufnahme eines Messobjekttragers,
auf dem 1 mm aufgetragen ist, in seiner Messfunktion richtig skaliert werden. Dies
wird erreicht, indem zuerst die digitale Aufnahme eines Messobjekttragers, die am
gleichen Mikroskop wie die auszuwertenden Bilder unter gleichen Bedingungen
aufgenommen wurde, mit ,Image J“ gedffnet wird. Eine entsprechende Strecke, die
der kiinftig verwendeten Einheit entspricht, wird als Linie markiert in Form von Pixeln
bestimmt. Diese ,Pixel-Strecke” wird in der gewinschten Einheit als ein ,mm*

festgelegt. So wird nun das Verhaltnis der im Foto vorhandenen Pixel in Relation zur
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tatsachlich vorhandenen Strecke gesetzt. Hiermit ist es dem Programm mdglich,
Flachenberechnungen in mm? auszugeben.

In der gedffneten Aufnahme wird Uber das Tool ,Free hand selection” manuell die
dulere und innere Kontur des GefaBquerschnitts markiert und mit Hilfe der Funktion
»ROl Manager” als Auswahl zwischengespeichert. Durch Subtraktion der durch die
beiden Konturen umrissenen Flachen, ergibt sich die Netto-GefdlBwandquer-
schnittsfliche. Uber die Funktion , Threshold“ wird der Unterpunkt Hue auf einen Wert
von 110 gesetzt und hierdurch das Signal des DAPI ausgeschaltet. Nun kdnnen mit Hilfe
von ,Make Binary” die restlichen Bildsignalwerte so segmentiert werden, dass nur
noch die Signale als weille Flache auf schwarzem Hintergrund dargestellt werden, die
sich auf Grund ihrer Signalstarke am deutlichsten vom Hintergrund abheben und dem
durch das CD68-Protein verursachten Signal entsprechen. Uber die zuvor im ROI-
Manager zwischengespeicherten Flachenlokalisationen lasst sich daraufhin die
GefiaRwandquerschnittsfliche im ganzen Bild separat auswihlen. Uber die Funktion
»Analyze Particles” werden dann alle relevanten Signalanhebungen innerhalb der
markierten Flache berechnet und aufsummiert. Jetzt konnen diese Signalanhebungen
in Beziehung zur entsprechenden Querschnittsfliche der GefaBwand in mm? und eine
hieraus zu errechnende prozentuale Makrophagenbesiedelung, die dem CD68-
Proteinanteil entspricht, angegeben werden. In dieser Weise werden sowohl der CD68-
Proteinanteil an der gesamten GefalBwandquerschnittsflache, als auch an der eventuell
vorhandenen, atheromatdsen Flache angeschnittener Plaques bestimmt.

Um die Messwertbestimmung weiter zu verbessern und eventuelle Fehler bei deren
Erhebung deutlich zu machen, wird noch eine weitere Segmentierungsmethode
angewandt und mit der erstbeschriebenen verglichen. Hierflir werden alle Schritte wie
zuvor beschrieben inklusive der Anwendung der Threshold-Funktion durchgefihrt.
Dann wird das Bild durch ,Image — Type — 8Bit” in ein Schwarz-Wei3-Bild iberfiihrt.
AnschlieBend geschieht die Segmentierung Uber die Funktion ,Otsu Thresholding
8Bit”, die anhand des Schwarz-WeiR-Bildes eine Schwellwertberechnung durchfihrt.
Die jetzt erhaltene Segmentierung wird wie bei der vorherigen Methode unter

Verwendung des ,,ROI-Managers” und , Analyze Particles” flaichenhaft bestimmt und
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alle erwdhnten Zahlenwerte auf die gleiche Weise errechnet. Diese
Segmentierungsmethode erwies sich allerdings als weniger spezifisch und deutlich
storanfalliger, weshalb nur die durch die erste Methode gewonnenen Ergebnisse

angefiihrt werden.

2.5 Statistik

Alle dargestellten Ergebnisse sind als Mittelwerte mit zugehérigem Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Zur Uberpriifung einer Normalverteilung wird der
Shapiro-Wilk-Test herangezogen. Mit dem Levene-Test wird eine Homogenitdt der
Varianzen kontrolliert. Zur Testung der Unterschiede zwischen ApoE(-/-) und
Kontrollgruppen wird fiir normalverteilte Daten der zweiseitige Students t-Test und fir
nicht normalverteilte Daten der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Unterschiede
innerhalb einer Untersuchungsgruppe im Zeitverlauf (Vergleich von jeweils drei
Gruppen) werden mit Hilfe des ANOVA-Tests kombiniert mit einer Tukey-HSD-
Korrektur (fir normalverteilte Daten mit gleichen Varianzen) oder eines Kruskal-Wallis-
Test mit Bonferroni-Korrektur (fiir nicht normalverteilte Daten und / oder ungleiche
Varianzen) ermittelt. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 wird als statistisch signifikant
und p < 0,01 als statistisch hochsignifikant angesehen. Zur statistischen Analyse wird
die Statistiksoftware ,IBM® SPSS® Statistics” (Version 20, IBM Corp., Armonk, New

York, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Elastinfragmentierung

Da bisher in nur wenigen Untersuchungen, wie beispielsweise bei Jones et al.?®j

m
Speziellen fur die Lamina elastica interna, quantitative Aussagen bezliglich der
Entwicklung der Elastinfragmentierung im Mausmodell und deren Zusammenhang mit
der Atherogenese getroffen wurden, erfolgt anhand der hier erhobenen Daten eine
weitere quantitative Beschreibung dieses Effekts. Als vergleichbare MessgréRe fiir den

Grad der Elastinfragmentierung eines GefaBabschnittes wird der Quotient

,Elastinlaminarupturen pro mm? GefaRwandquerschnittsflache” erstellt.

3.1.1 Aorta ascendens
Diagramm 1 stellt eine Ubersicht (iber die gewonnen Ergebnisse aus der Untersuchung
der Aorta ascendens dar. Diese zeigt einen Anstieg der Elastinfragmentierung mit

zunehmendem Alter in Test- und Kontrollgruppe.

250,00

p=0,0207

300,00

p=0,0251

250,00

200,00

150,00

—

100,00 +——

50,00 ||

Elastinfragmentierung in [Briiche / mny GefaBwandquerschnittsfliche]

n=14

6 Wo. Kontrolle 6 Wo. ApoE(-/-) 18 Wo. Kontrolle 18 Wo. ApoE(-/-) 30 Wo. Kontrolle 30 Wo. ApoE(-/-)

Diagramm 1: Entwicklung der Elastinfragmentierung der Aorta ascendens fiir ApoE(-/-)- und
Kontrollmduse im Zeitverlauf; eingezeichnet sind jeweils die spezifischen Quotienten mit
Standardfehler des Mittelwerts und entsprechendem Signifikanzniveau (= p); n = Anzahl unter-
suchter Schnittebenen pro Gruppe
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Fir die jingsten Untersuchungsgruppen wird ein Quotient (im Folgenden und in 3.1.2
stets in der Einheit ,Elastinlaminabriiche pro mm? GefiRwandquerschnittsflache”
angegeben) von 186,75+17,89 der ApoE(-/-)-Tiere und ein geringerer Ausgangswert
von 141,27+13,67 der Kontrollen bestimmt. Im Verlauf steigt die Elastin-
fragmentierung bei 18 Wochen weiterhin an (ApoE(-/-): 247,04+14,04; ,C57BL/6J“:
184,67+25,76). Die alteste Testgruppe der ApoE(-/-)-Tiere erreicht bei 30 Wochen mit
einem Wert von 299,98+£18,24 ein hoheres Fragmentierungsniveau als die Kontrolltiere
mit 248,17+32,05. Innerhalb der beiden Versuchsgruppen zeigt sich im Zeitverlauf kein
eindeutig signifikanter Anstieg des beschriebenen Quotienten zwischen den Alters-
stufen.

Wohingegen beim Vergleich von Kontroll- und Testtieren ein statistisch signifikanter
Zuwachs zwischen den 18-wdchigen Tieren mit p = 0,0251 und zwischen den 30-
wochigen mit p = 0,0207 zu verzeichnen ist. Hierbei ist, wie oben angefiihrt, jeweils die

ApoE(-/-)-Gruppe mit einem hoheren Elastinfragmentierungsgrad vertreten.

3.1.2 Aorta abdominalis

Ein eindeutigeres Ergebnisbild bietet sich bei Betrachtung der Untersuchung der Aorta
abdominalis in Diagramm 2.

Auch hier steigt in beiden Gruppen mit zunehmendem Alter die Elastinfragmentierung
an. Dieser Anstieg, beginnend auf einem niedrigeren Ausgangsniveau, verlduft jedoch
deutlicher als in der Aorta ascendens. Die ApoE(-/-)-Méause zeigen durch alle
Altersstufen hinweg eine hohere Fragmentierungsrate und beide Versuchsgruppen
unterscheiden sich in der jeweiligen Altersstufe hinsichtlich der Dichte der
auftretenden Elastinlaminabriiche. Bereits in der Altersgruppe von sechs Wochen ist
bei der ApoE(-/-)-Testgruppe ein hoheres Fragmentierungsniveau (96,46+8,19)
gegeniber der Kontrollgruppe (79,20+5,67) zu erkennen. Dieser Trend setzt sich lber
die gesamte Entwicklung hinweg fort. Gegenliber den sechswochigen Tieren ist der
untersuchte Parameter bei den 18-wdchigen massiv angestiegen. So lassen die ApoE-
(-/-)-Tiere (221,49+14,09) ein ausgepragteres Bild als die Kontrollen (150,91+8,93)
erkennen. In der Altersgruppe von 30 Wochen zeigt sich ein &hnliches

Entwicklungsverhalten (ApoE(-/-): 291,89+21,04; Kontrolle: 191,08+11,75).
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Letztendlich liegt der Grad der Elastinfragmentierung in der ApoE(-/-)-Gruppe zu jeder
Zeit hoher als bei den Kontrollen. Ebenso ist jeweils ein groRerer Quotientenanstieg im

Laufe der Zeit zu erkennen.
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Diagramm 2: Entwicklung der Elastinfragmentierung der Aorta abdominalis fiir ApoE(-/-)- und
Kontrollmduse im Zeitverlauf; eingezeichnet sind jeweils die spezifischen Quotienten mit
Standardfehler des Mittelwerts und entsprechendem Signifikanzniveau (= p); n = Anzahl unter-
suchter Schnittebenen pro Gruppe

Besonders hervorzuheben ist, dass der Quotient fiir die 18-wochigen Testtiere deutlich
hoher liegt als bei den Kontrollen und der Unterschied mit p < 0,001 statistisch hoch-
signifikant ist. Es stellt sich eine erhéhte Fragmentierung in der 30-wdchigen ApoE(-/-)-
Gruppe gegeniiber der entsprechenden Kontrollgruppe als ein signifikanter Unter-

schied von p = 0,001 dar.

3.2 Kollagenanteil
Zur Untersuchung des Einflusses des Kollagengehaltes der Gefdalwand auf deren
Eigenschaften, wird dieser in Form des prozentualen Anteils des jeweils untersuchten

GefdaRabschnittes histologisch analysiert. Fiir eine weitere Differenzierung wird der
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bestimmte Gesamtkollagenanteil mittels polarisierten Lichts in die verschiedenen

Fibrillendicken unterteilt.

3.2.1 Aorta ascendens
Bei der Untersuchung des prozentualen Kollagengehaltes der Aorta ascendens ist keine
signifikante Zunahme mit dem Alterwerden der Untersuchungstiere, wie in Diagramm

3 zu erkennen ist, nachzuweisen.
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Gesamthkollagen anteilig an GefiBwandquerschnittsfliche [%]

n=18

6 Wo. Kontrolle 6 Wo. ApoE(-/-) 18 Wo. Kontrolle 18 Wo. ApoE(-/-) 30 Wo. Kontrolle 30 Wo. ApoE(-/-)

Diagramm 3: Entwicklung des prozentualen Kollagengehaltes der Aorta ascendens anteilig an
der GefdBwandquerschnittsfliche fiir ApoE(-/-)- und Kontrollméduse im Zeitverlauf;
eingezeichnete Werte jeweils mit Standardfehler des Mittelwerts und entsprechendem

Signifikanzniveau (= p); n = Anzahl untersuchter Schnittebenen pro Gruppe

Die sechswochigen ApoE(-/-)-Mause weisen einen Kollagenanteil von 6,05+1,23 % auf,
wohingegen bei der entsprechenden Kontrolle ein Wert von 3,32+0,80 % ermittelt
wird. Mit dem Alter von 18 Wochen fallt nun der Wert der Kontrollgruppe mit
8,45%1,33 % hoher als der entsprechende Vergleichswert von 5,56+1,16 % der

gleichaltrigen ApoE-(-/-)-Méause aus. Im Alter von 30 Wochen nimmt der
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Gesamtkollagenanteil pro GefaRebene in der ApoE(-/-)-Gruppe wieder zu (6,18%
1,40 %), bei der Kontrolle jedoch wieder ab (6,22+1,02 %).
Wie bereits ersichtlich, liegen die erzielten durchschnittlichen Messwerte der beiden

dltesten Gruppen der Kontrolltiere hoher als bei den gleichaltrigen ApoE(-/-)-Tieren.

Faserkaliber anteilig an Ges.-Koll. [%] |Koll.-Ant. ges.
Alter n SEM
rot orange gelb grin [%]
6 Wochen 4,01 71,36 16,27 8,36 6,05 23 1,23
18 Wochen 6,33 66,45 17,40 9,82 5,56 24 1,16
30 Wochen 5,72 73,81 12,43 4,71 6,18 28 1,40

Kontrolle (C57BL/6)J)

Faserkaliber anteilig an Ges.-Koll. [%] |Koll.-Ant. ges.

Alter n SEM
rot orange gelb grin [%]

6 Wochen 7,20 77,78 7,67 7,36 3,32 18 0,80

18 Wochen 11,80 62,16 14,56 11,48 8,45 18 1,33

30 Wochen 14,37 66,98 8,01 10,64 6,22 23 1,02

Tabelle 1: Messergebnisse der Aorta ascendens als Mittelwerte (Férbung PSR, ausgewertet
unter polarisiertem Licht)

Faserkaliber anteilig an Ges.-Koll.[%] = prozentualer Anteil entsprechender Kollagenfibrillen am
Gesamtkollagen, Koll.-Ant. ges. [%] = prozentualer Kollagenanteil an untersuchter GefdfSwand-
querschnittsfldche, n = Anzahl untersuchter Schnittebenen pro Gruppe, SEM = Standardfehler
des Mittelwerts

Die genauere Analyse der Kollagenuntertypen der beiden Versuchsgruppen zeigt keine
klare Entwicklung im Zeitverlauf (Tabelle 1). Der orange Anteil stellt jeweils die groRRte
Fraktion. Insgesamt fillt jedoch auf, dass sowohl in der Kontrollgruppe, als auch bei
den ApoE-(-/-)-Tieren alle Farbspektren beim zeitlichen Sprung von sechs auf 18
Wochen und letztlich auf 30 Wochen ein Muster erkennen lassen. Falls der Wert von
sechs auf 18 Wochen ansteigt, fallt er bei 30 Wochen wieder. Nur in der orangenen
Fraktion der Kontrollgruppe ist dies umgekehrt. Auch die Entwicklung des Rotanteils

sticht hervor, da er im Zeitverlauf stetig zunimmt.
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3.2.2 Aorta abdominalis

In Diagramm 4 werden die gewonnen Ergebnisse bezogen auf den Gesamtkollagen-

gehalt der Aorta abdominalis dargestellt.
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Gesamthkollagen anteilig an GefiBwandquerschnittsflache [%]

n=24

6 Wo. Kontrolle 6 Wo. ApoE(-/-) 18 Wo. Kontrolle 18 Wo. ApoE(-/-) 30 Wo. Kontrolle 30 Wo. ApoE(-/-)

Diagramm 4: Entwicklung des prozentualen Kollagengehaltes der Aorta abdominalis anteilig
an der Gefdfwandquerschnittsfliche fiir ApoE(-/-)- und Kontrollméduse im Zeitverlauf;
eingezeichnete Werte jeweils mit Standardfehler des Mittelwerts und entsprechendem
Signifikanzniveau (=p); n= Anzahl untersuchter Schnittebenen pro Gruppe

Im Alter von sechs Wochen zeigt die Gruppe der ApoE(-/-)-Tiere einen
durchschnittlichen Gesamtkollagenanteil von 8,51+0,96 % an einer untersuchten
GefaBwandquerschnittsfliche gegenliber von 6,20+0,77 % der Kontrollgruppe. Im
weiteren Zeitverlauf entwickelt sich der Kollagengehalt der ApoE(-/-)-Gruppe Uber
11,08+1,32 % (18 Wochen) bis zu 11,50+1,60 % (30 Wochen). Die Kontrollgruppe weist
eine etwas grolRere Zunahme dieses Wertes von 11,15+0,73 % (18 Wochen) und
12,6611,08 % (30 Wochen) auf.

Im Gegensatz zu den Messwerten der Aorta ascendens steigt nun der Kollagengehalt in
beiden Untersuchungsgruppen mit zunehmendem Alter an, jedoch zeigt die
Kontrollgruppe wiederum einen héheren prozentualen Kollagengehalt in den beiden

hochsten Altersstufen als die entsprechenden ApoE(-/-)-Vergleichsgruppen.
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Bezliglich der Anteile der einzelnen Fibrillenkaliber am Gesamtkollagen herrscht, wie in

der Aorta ascendens, eine gewisse Inkoharenz gemal Tabelle 2 vor.

Faserkaliber anteilig an Ges.-Koll. [%] | Koll.-Ant. ges.
Alter n SEM
rot orange gelb griin [%]
6 Wochen 8,55 81,39 7,06 3,00 8,51 24 0,96
18 Wochen 7,85 74,48 11,49 6,17 11,08 21 1,32
30 Wochen | 15,66 | 75,62 5,34 3,39 11,50 18 1,60

Kontrolle (C57BL/6J)

Faserkaliber anteilig an Ges.-Koll. [%] | Koll.-Ant. ges.
Alter n SEM
rot orange gelb griin [%]
6 Wochen 17,04 | 74,31 4,84 3,39 6,20 24 0,77
18 Wochen 12,04 76,72 8,08 3,16 11,15 24 0,73
30 Wochen 11,11 81,72 4,96 2,21 12,66 21 1,08

Tabelle 2: Messergebnisse der Aorta abdominalis als Mittelwerte (Férbung PSR, ausgewertet
unter polarisiertem Licht); Abkiirzungen gemdyfs Tabelle 1

Die jeweiligen Anteile entwickeln sich in keiner der Untersuchungsgruppen in eine
bestimmte Richtung. Insgesamt ist ein dhnliches Muster wie im zuvor untersuchten
GefdaRabschnitt erkennbar. Man kann jedoch feststellen, dass der grofRte Anteil am
Gesamtkollagen zu jeder Zeit und in jeder Gruppe von der Fraktion gestellt wird, die im
polarisiertem Licht orange erscheint, also einen relativ starken Fibrillendurchmesser

besitzt. Im geringsten Maf3e ist jeweils die griine Fraktion vertreten.

3.3 Makrophageneinwanderung anhand Anti-CD68-Quantifizierung

Flir eine weitere Darstellung der bei der Atherogenese ablaufenden Prozesse der Aorta
soll das AusmaB eingewanderter Makrophagen, unter Zuhilfenahme des
makrophagenspezifischen CD68-Proteins, quantifiziert werden.

Dabei werden im Folgenden die absolute Flache des detektierten CD68-Proteins pro

mm? GefaRwandquerschnittsfliche sowie deren prozentualer Anteil bestimmt.
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3.3.1 Aorta ascendens

In Tabelle 3 finden sich die Messwerte der CD68-Immunfluoreszenz der Aorta

ascendens.
CD68-Flache absolut [mm?] Anteil CD68 [%)]
Alter n
Flache SEM % SEM
6 Wochen 22 0,00641 0,00229 2,13 0,48
18 Wochen 21 0,06308 0,01016 11,42 1,14
30 Wochen 26 0,06595 0,01044 8,34 0,97
Kontrolle (C57BL/6J)
CD68-Flache absolut [mm?] Anteil CD68 [%)]
Alter n
Flache SEM % SEM
6 Wochen 19 0,00020 0,00007 0,11 0,02
18 Wochen 20 0,00063 0,00016 0,39 0,10
30 Wochen 22 0,00137 0,00089 0,50 0,27

Tabelle 3: Messergebnisse der Aorta ascendens als Mittelwerte (Férbung: CD68 Ak-Immun-
fluoreszenz);

CD68-Fléche absolut [mm?] = CD68-angefirbte Fliche der ausgewerteten Gefédfiebenen in
mm? Anteil CD68-Fliche [%] = prozentualer Anteil der CD68-angefirbten Fliche an
GefdfSwandquerschnittsfldche, n = Anzahl untersuchter Schnittebenen pro Gruppe, SEM =
Standardfehler des Mittelwerts

Sie zeigt beziglich der Entwicklung der absoluten Flache bei der ApoE(-/-)-Gruppe nach
einer Verzehnfachung von 0,00641+0,00229 mm? (sechs Wochen) auf 0,06308+
0,01016 mm? (18 Wochen) einen geringeren Zuwachs bis zur 30. Lebenswoche
(0,06595+0,01044 mm?). Die Kontrollgruppe entwickelt sich zwar hinsichtlich dieses
Parameters ebenfalls weiter, bleibt jedoch insgesamt und im Verlauf (sechs Wo.:
0,00020+0,00007 mm?; 18 Wo.: 0,00063+0,00016 mm?; 30 Wo.: 0,00137+0,00089
mm?2) weit hinter denen der ApoE(-/-)-Tiere zuriick. Entsprechend zeigen die
Kontrollen, ganz im Gegensatz zu der Testgruppe, unter mikroskopischer Betrachtung

hochstens minimale atherosklerotische Plaques.
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Der prozentuale Anteil (gemaR Tabelle 3 und Diagramm 5) entwickelt sich hier nicht in
Form einer konsequent steigenden MessgroRe. Wahrend der Anteil im Alter von sechs
Wochen bei 2,1310,48 % liegt und sich nach 18 Wochen auf 11,42+1,14 % steigert, fallt
er bei den 30-wochigen Tieren wieder auf einen tieferen Wert von 8,34+0,97 %. Die
Daten der Kontrollgruppe stellen sich in dhnlicher Weise dar, wie die der

entsprechenden absoluten Flachen.
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Diagramm 5: Entwicklung des prozentualen Anteils der mit CD68 Ak-gefirbten Fléche an der
Gefdfiwandquerschnittsfliche der Aorta ascendens fiir ApoE(-/-)- und Kontrollmduse im
Zeitverlauf; Ergebnisse sind als Mittelwerte angegeben; p = entsprechendes Signifikanzniveau;
n = Anzahl untersuchter Schnittebenen pro Gruppe

Die relativen Anteile der durch Makrophagen besiedelten Flachen bleiben bei der
Kontrollgruppe, wie zuvor beim absoluten Anteil beschrieben, stets auf einem sehr
niedrigen Niveau. Dennoch steigt dieser Parameter ebenso mit fortschreitendem Alter
(sechs Wo.: 0,11+0,02 %; 18 Wo.: 0,39+0,10 %) immer weiter auf maximal 0,5+0,27 %
bei 30 Wochen an.

3.3.2 Aorta abdominalis
Den Messergebnissen der Aorta abdominalis in Diagramm 6 ist zu entnehmen, dass die

CD68-markierte absolute und relative Flache der untersuchten Aortenebenen mit
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fortschreitendem Alter der Versuchstiere, besonders bei den ApoE(-/-)-Ma&usen,
deutlich zunimmt. Der prozentuale Anteil wachst von 0,50+0,13 % (sechs Wochen)
Uber 1,71+0,41 % (18 Wochen) auf bis zu 7,23+0,69 % (30 Wochen) an (Tabelle 4).

In der Kontrollgruppe ist ebenfalls ein Anstieg des Quotienten Uber die Zeit zu
verzeichnen, jedoch fallt dieser im Vergleich zur Testgruppe ahnlich gering aus wie in

der Aorta ascendens.
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Diagramm 6: Entwicklung des prozentualen Anteils der mit CD68 Ak-gefirbten Fléiche an der
Gefdfwandquerschnittsfliche der Aorta abdominalis fiir ApoE(-/-)- und Kontrollméuse im
Zeitverlauf; Ergebnisse sind als Mittelwerte angegeben; p = entsprechendes Signifikanzniveau;
n = Anzahl untersuchter Schnittebenen pro Gruppe

Die Entwicklung hinsichtlich der relativen, von Makrophagen besiedelten Flache zeigt
sich, beginnend mit 0,27+0,06 % im Alter von sechs Wochen, in der Kontrollgruppe in
deutlich schwacherem Umfang. Nach einem Absinken bei den 18-wdchigen Kontroll-
tieren (0,25+0,06 %), steigt der Prozentsatz mit 30 Wochen auf ein Maximum von
0,5740,13 % an. Damit bleibt dieser prozentuale Anteil wie in der Aorta ascendens auf
einem sehr niedrigen Niveau von weit unter 1 %.

Ein dhnliches Verhalten zeigt die Entwicklung der absoluten CD68-gefarbten Flache.

Besitzt die sechs Wochen alte Kontrollgruppe mit 0,00022+0,00005 mm? einen etwas
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héheren Wert als die 18 Wochen alte (0,00019+0,00004 mm?), steigt dieser mit dem
Alter von 30 Wochen wieder auf 0,00055+0,00013 mm? an.

CD68-Flache absolut [mm?] Anteil CD68 [%]
Alter n
Flache SEM % SEM
6 Wochen 47 0,00049 0,00013 0,50 0,13
18 Wochen 39 0,00299 0,00096 1,71 0,41
30 Wochen 36 0,01406 0,00204 7,23 0,69
Kontrolle (C57BL/6J)
CD68-Flache absolut [mm?] Anteil CD68 [%)]
Alter n
Flache SEM % SEM
6 Wochen 45 0,00022 0,00005 0,27 0,06
18 Wochen 47 0,00019 0,00004 0,25 0,06
30 Wochen 38 0,00055 0,00013 0,57 0,13

Tabelle 4: Messergebnisse der Aorta abdominalis als Mittelwerte (Férbung: CD68 Ak-
Immunfluoreszenz); Abkiirzungen gemdyfs Tabelle 3

Die Testgruppe zeigt wie zuvor einen weitaus steileren Anstieg (sechs Wo.:
0,00049+0,00013 mm?; 18 Wo.: 0,00299+0,00096 mm?), der in einer absoluten von
Makrophagen besiedelten Flache von 0,01406+0,00204 mm? endet. Das entspricht
nahezu einer VerdreiRigfachung des Ausgangswertes der sechswochigen ApoE(-/-)-

Gruppe.
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die histologischen Verdnderungen der
Aortenwand wahrend der Entwicklung einer Atherosklerose zu charakterisieren.
Ebenso soll das Augenmerk auch darauf liegen, ob sich eine Korrelation zwischen dem
Anstieg der lokalen Pulswellengeschwindigkeit und einer sich entwickelnden
Atherosklerose sowie den damit in Zusammenhang stehenden histologischen Veran-

derungen in der GefaBRwand nachweisen lasst.

4.1 Elastinfragmentierung

Es ist im Folgenden zu diskutieren, inwieweit Briiche von elastischen Laminae auf
eventuelle Artefakte wahrend Prdparation, Messung und Auswertung, auf einen
physiologischen Alterungsprozess oder tatsachlich auf Vorgdnge des atherosklero-

tischen Umbaus zuriickzufiihren sind.

4.1.1 Methodendiskussion

Zur Auswertung wird jede erkennbare Kontinuitatsunterbrechung der Elastinlaminae
erfasst und in Beziehung zum GefdBwandquerschnitt gesetzt. Hierbei sind
verschiedene Ausprdagungen der Rupturen aufgetreten:

Zum einen die, bei der unter mikroskopischer Sicht zwischen den beiden
»gebrochenen” Enden eine zellulare Verbindung besteht. Diese Verbindung kdnnte als
ein  Reorganisationsprozess des Gewebes in Folge einer ,pathologischen”
Fragmentierung zu deuten sein. Eine Bestimmung des rupturliberbriickenden
Zellmaterials mittels durchgefihrter Smooth-Muscle-Actin-Farbung erbrachte keine
weiterfihrenden Ergebnisse. In-vivo-Untersuchungen kénnten hierbei neue Erkennt-
nisse bringen.

Zum anderen lasst sich auch eine Variante des Elastinbruchs erkennen, bei der die
rupturierte elastische Lamina wie abgeschnitten erscheint, ohne dass eine Verbindung
der Enden auffdllt. Es tritt eine Ruptur ohne entsprechendes Gegenstiick auf, die am

ehesten auf ein Verlassen der Schnittebene durch die Elastinlamina zurlickzufihren ist.
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Ebenso werden schon von Jones et al.®® auf das Praparat einwirkende Scherkrafte
wahrend der Anfertigung histologischer Schnitte als ein moglicher Einflussfaktor auf
die Entstehung von Elastinlaminarupturen diskutiert. Da die ApoE-Knockout- und die
Kontrollgruppe wahrend der Praparation identischen Kraften ausgesetzt sind, scheint
es unwahrscheinlich, dass Scherkradfte die erhdohte Fragmentierungsrate bei den
Testtieren hervorruft. Ob Atherogeneseprozesse die GefaBwand mechanisch anfalliger
werden lassen, bleibt weiterhin als Forschungsgegenstand zu kldaren. Aullerdem ist
dem entgegenzusetzen, dass es auszuschlieBen ist, dass wahrend der Belastung im
Zuge der Praparation selektiv die Integritat des Elastinnetzes beschadigt wird, obwohl
in der Umgebung der Ruptur bei mikroskopischer Untersuchung die GefdaBwand
vollkommen intakt ist.

Bezliglich der Auswirkung des Alterns der Versuchstiere auf die Ergebnisse, wird ein
gewisses Mafd an ,physiologisch” bedingter, artifizieller Fragmentierung vermutet.
Hierzu ist bereits in der Literatur eine mit dem Alter der Versuchstiere korrelierende
Desorganisierung der elastischen, lamelliren Schichten beschrieben.’® Diese
zunehmende Unordnung soll sich in Form einer weniger parallel ausgerichteten
Formation der einzelnen Elastinfasern zueinander in den Laminae bemerkbar machen.
Gestlitzt durch diese Hypothese kann angenommen werden, dass mit zunehmendem
Alter einzelne Fasern beziehungsweise die elastischen Schichten vermehrt die
transversale Schnittebene kreuzen, was unter Umstanden mikroskopisch als Ruptur
erscheint. Dieser Storfaktor kann ausgeschlossen werden, da alle Versuchstiere in
vorliegender Arbeit dem gleichen Alterungsprozess ausgesetzt sind.

In vergleichbaren Forschungsarbeiten werden als weitere Griinde von Elastinrupturen

eine enzymatische Proteolyse (v.a. durch MMP-7'% 28

) oder eine ,biomechanische
Erm[]dung”28 genannt. Eine derartige mechanische Ermidung kann natirlich Lasionen

der elastischen Laminae wahrend der Praparation ebenso begiinstigen.

4.1.2 Ergebnisdiskussion
Mit steigendem Alter der Versuchstiere ist in den angestellten Untersuchungen bei
beiden Gruppen eine Zunahme des Elastinfragmentierungsgrades zu erkennen. Dieser

Effekt fallt bei den C57BL/6J -Kontrollmausen zwar wesentlich geringer aus als bei den
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ApoE(-/-)-Tieren, ist jedoch ebenso vorhanden und in beiden untersuchten
Aortenabschnitten zu messen. Besonders signifikant ist die Zunahme der
Elastinfragmentierung in beiden Untersuchungsgruppen zwischen sechs und 18
Wochen in der Aorta abdominalis. In der Aorta ascendens ldsst sich diese Signifikanz
nicht eindeutig nachweisen.

Beziglich des Vorliegens und der Entwicklung einer Elastinfragmentierung bestatigen
sich die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen. Santelices et al.* untersuchten
ebenfalls in ex-vivo Messungen ApoE(-/-)-Mause und entsprechende Kontrolltiere in
Hinblick auf die Entwicklung der GefaRwandsteifigkeit, Elastinlaminarupturen,
begleitende Atherogeneseeffekte auf die Aorta und deren Zusammenhange. Sie stellen
ihre Ergebnisse beziiglich des Verhaltens von Elastin als qualitativen Rangwert dar. Im
Vergleich zu den in dieser Arbeit gewonnen Daten, die den Effekt in Form eines
guantitativen Parameters beschreiben, weisen die Resultate bei Santelices et al. ein
dhnliches Ergebnismuster auf. Sie koénnen ebenfalls eine Zunahme des
Fragmentierungsgrades mit dem Altern der Tiere in beiden Versuchsgruppen
nachweisen. Ebenso kann ein erhohtes Ausgangsniveau der ApoE(-/-)-Gruppe sowie
ein hoherer Fragmentierungsgrad im jeweiligen Altersgruppenvergleich gezeigt
werden. Signifikante Ergebnisse konnen sie innerhalb der ApoE(-/-)-Gruppen zwischen
acht und 34 sowie acht und 25 Wochen, zwischen acht und 34 Wochen innerhalb der
Kontrollgruppe sowie zwischen den beiden &ltesten Generationen der beiden
Versuchsgruppen gewinnen.

Auch die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten erreichen, vor allem innerhalb
der Aorta abdominalis, jeweils zwischen den beiden Versuchsgruppen der 18 und 30
wochigen Tiere ein statistisches Signifikanzniveau. Letztlich ist sicherlich ein Trend zu
erkennen, der eine Zunahme der Elastinfragmentierung bei erhéhtem Atherosklerose-
potenzial zeigt.

Insgesamt zeigen sowohl die Messwerte der Aorta ascendens, als auch die der Aorta
abdominalis ein Bild, das mit der bei Gotschy et al.”” MRT-bestimmten lokalen PWV
hinsichtlich ihrer zeitlichen Entwicklung korreliert. Beide zeigen einen Anstieg wahrend

des Alterns und vor allem der fortschreitenden Atherosklerose. Die in vorliegender
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Arbeit gefundenen Ergebnisse bestatigen dhnliche Erkenntnisse friiherer Forschungza’
31 und weisen auf eine Beziehung zwischen der Zunahme der Elastinfragmentierung,

der erhohten lokalen Pulswelle und der steigenden Gefallwandsteifigkeit hin.

4.2 Kollagenanteil

In diesem Teilaspekt soll betrachtet werden, welchen Einfluss die Veranderungen des
Kollagengehaltes der GefdaBwand auf deren Eigenschaften haben. Hierzu werden der
guantitative Kollagengehalt der Aortenwand sowie die Verteilung verschiedener

Kollagenfaserdicken im Zeitverlauf an Test- und Kontrollgruppen bestimmt.

4.2.1 Methodendiskussion

Whittaker et al.*®

etablierten eine zur quantitativen histologischen Analyse geeignete
Methode um die kollagendarstellende PSR-Farbung nach Puchtler unter Verwendung
von zirkuldr polarisiertem Licht noch spezifischer zu gestalten. Durch Austestung des
oben genannten Verfahrens konnte der Vorteil dieser Methode nachvollzogen werden
und wird deshalb in dieser Arbeit angewendet.

Die Aorta ascendens weist im Vergleich zur Aorta abdominalis ein stets undeutlicheres
Bild auf. Dies liegt wohl daran, dass die auswertbaren Schnittebenen durch die
anatomisch bedingte, geringere Lange dieses Gefdllabschnitts teils unter der
entsprechenden Anzahl der Aorta abdominalis liegen. Hierdurch haben Schwankungen
bei Messwerten groReren Einfluss. AulRerdem ist noch zu beachten, dass die dort

erhaltenen Schnittebenen in Form und Erscheinung meist sehr unterschiedlich sind,

was eine groRere Messwertstreuung nach sich zieht.

4.2.2 Ergebnisdiskussion

In einigen Arbeiten ist die Rolle der Kollagenverteilung und -entwicklung in der
Gefallwand in Zusammenhang mit Gefdl3steifigkeit und auch Atherosklerose erforscht
worden. Dem Kollagen kommt hierbei neben der Auspragung elastischer Laminae und
Smooth-muscle-Zellen eine bedeutende Rolle fiir die mechanischen GefaBwandeigen-

schaften zu.1% 2% 2332
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Die oben beschriebene Rolle des Kollagens kann in vorliegender Untersuchung nicht
nachgewiesen werden. Bei abschlieBender Betrachtung der gesamten Ergebnisse
finden sich keine eindeutigen Anhaltspunkte, die auf eine Korrelation zwischen
Atherogenese, GefaBwandsteifigkeit und Kollagenbildung hindeuten.

Ebenso zeigt die Entwicklung des Kollagenanteils im Zeitverlauf keine der PWV-
Erhéhung dhnliche Dynamik. Dieser Zusammenhang lasst sich bisher nur bei der
Elastinfragmentierung erkennen. Insbesondere ist diese Korrelation in frihen
Altersstufen ohne erkennbare atherosklerotische GefdBverdanderungen nicht zu
belegen. In der Aorta abdominalis zeigt sich zwar, dass im Zeitverlauf der
Kollagenanteil am GesamtgefalR sowohl in der ApoE(-/-)- als auch in der Kontrollgruppe
zunimmt, jedoch unterscheidet sich das Niveau der ermittelten Werte nicht statistisch
signifikant. Daher ist diese Erscheinung als moglicher Alterungs- beziehungsweise
Wachstumseffekt zu interpretieren.

Bei Betrachtung der transversalen Schnittprdparate ist gut zu erkennen, dass das
hauptsachlich detektierte Kollagen bei dieser Analyse der dem GefaR aufgelagerten,
bindegewebigen Adventitia entstammt. In den restlichen GefaBwandschichten ist stets
nur wenig Kollagen (circa 1%) nachzuweisen. Dieser Wert ist in allen Alters- und
Versuchstiergruppen anndhernd konstant. Somit ist die von der Adventitia gestellte
Kollagenmasse insgesamt im Verhdltnis zu den Kollagenfasern der weiter innen
liegenden Wandschichten und entstandenen Plaques so grol3, dass diese zum groRten
Anteil das Gesamtergebnis bestimmt.

Hinsichtlich der Entwicklung der verschiedenen Fibrillendicken kann kein klarer Trend
aus vorliegender Datenlage erkannt werden. Bei spezieller Betrachtung von
atheromatosen Lasionen und Plaques ldsst sich jedoch ein groBer Anteil griner
Kollagenfibrillen sichtbar machen. Eine dhnliche Faserkonstellation findet sich bei
Whittaker et al. im Narbenbildungsprozess nach Myokardinfarkt. Auch dort treten
zuerst diinnere, griin erscheinende Fasern (Kollagen Typ Ill) und im weiteren Verlauf
vermehrt Fasern starkeren Kalibers (Kollagen Typ 1), die rot-orange erscheinen, auf.”?
Der gefundene Grinanteil konnte damit eine Reaktion auf eine Beschadigung der

Gefdllwand sein und auf eine atherogenesebedingte Kollagenneubildung hinweisen.
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Diese unterschiedlichen Faserkaliber besitzen verschieden stark ausgepragte
stabilisierende Eigenschaften. So beschreiben Nadkarni et al. die Bedeutung dieser
Auspragungen fir die Stabilitit eines atheromatdésen Plaques.*®

GemaR der Teilanalyse besteht insbesondere die Adventitia aus orange-roten,
grofRkalibrigen Kollagenfasern, die dem Gewebe mehr Stabilitdt verleihen und damit
zur GefaBwandsteifigkeit beitragen.

Zusammenfassend ist daher anzunehmen, dass die kollagenbedingten mechanischen
Eigenschaften des gesamten GefaRwandaufbaus hauptsidchlich auf die Tunica
adventitia und nur in geringem MaRe auf die Ubrigen Wandschichten, selbst bei
Vorliegen von atheromatdsen Veranderungen, zurtickzufihren sind.

So ist festzuhalten, dass die hier durchgefiihrte Untersuchung der Entwicklung des
Kollagenanteils die zu untersuchende These aus oben genannten Griinden nicht
verifizieren kann. Die Frage nach einer Atherogenese getriggerten Kollagenum-
verteilung oder -neubildung mit moglichem Einfluss auf die lokale Pulswellen-
geschwindigkeit mit Folge des bei Gotschy et al.?” beschriebenen Effekts, kann somit

noch nicht definitiv beantwortet werden.

4.3 Makrophageneinwanderung anhand Anti-CD68-Quantifizierung
Bei der frihen Entstehung atherosklerotischer GefaRwanddefekte spielen Entziin-

10,3437 Aus diesem Grund wird die Immigration von

dungsprozesse eine wichtige Rolle.
Makrophagen in die GefidBwand als Indikator dieser pathologischen Entwicklung
betrachtet. Daher wird in vorliegender Forschungsarbeit untersucht, ob sich eine
Makrophagenbesiedelung der GefaRwand als Frihindikator atheromatdser Prozesse
eignet. Eventuell kdnnen die ablaufenden histologischen Prozesse auch Einfluss auf die

GefaRwandsteifigkeit nehmen und damit eine Erkldrung fiir die Erhéhung der lokalen

PWV geben.

4.3.1 Methodendiskussion
Auch andere Forschungsgruppen haben Makrophagen mit Interaktionen an
GefaBwanden untersucht, jedoch selten in Form einer quantitativen Analyse wie in

vorliegender Arbeit.
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Beispielsweise untersuchten Sigovan et al. atherosklerotische Plaques hinsichtlich des
altersbezogenen Entziindungsstatus im Zusammenhang mit fortschreitender
Atherosklerose anhand spezifischer Kontrastmittel. Als Referenzfarbung fir
Makrophagen wird eine der in vorliegender Arbeit dhnlichen Immunfluoreszenz-
farbung unter Verwendung eines CD68 Antikdrpers herangezogen. Dort werden
GefaRentziindungen und deren histologisches Korrelat untersucht und diese mit einer
MRT-Bildgebung kombiniert.*®

AuBerdem analysierten Burtea et al. atherosklerotische Plagues unter anderem unter
Verwendung eines Antikorpers gegen CD11b-positive Zellen. Sie bestatigen hierbei die

wichtige Rolle der Makrophagen bei einer Plaquebildung.?’

4.3.2 Ergebnisdiskussion

In vorliegender Untersuchung wird gezeigt, dass eine groBtenteils hoch signifikante
Zunahme der relativen, von Makrophagen besiedelten Flache im Zeitverlauf der ApoE-
(-/-)-Testgruppe im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe erfolgt. Der prozentuale
Wert seitens der Kontrolltiere nimmt mit fortschreitendem Alter langsam zu, jedoch
wird dieser in beiden Aortenanteilen durch die Testgruppe jeweils um ein Mehrfaches
Ubertroffen. Besonders muss auf die bereits in den jingsten Altersklassen auftretende
héhere Makrophagendichte in den GefaBwanden der ApoE(-/-)-Tiere geachtet werden.
Dies kann als Indiz friiher atherogenetischer Vorgénge gedeutet werden. In dhnlicher
Weise konnten Jones et al.”® eine Besiedelung friiher atherosklerotischer Lasionen
durch Makrophagen mittels des MOMA2-Antikorpers feststellen.

Sigovan et al. kamen zu &hnlichen Ergebnissen: Uber den Zeitverlauf nehmen die
Plagueentwicklung und Makrophagenbesiedelung der GefidBwand, ebenfalls in mm?
gemessen, bei den ApoE(-/-)-Tiere deutlich zu. Die hochste Makrophagenbesiedelung,
als Mafl eines Entziindungsgeschehens, wird zwischen 16 und 24 Wochen alten
Testtieren gefunden. Die Kontrolltiere in normaler Entwicklung bleiben ebenfalls in
Hinblick auf eine Atherogenese relativ unauffdllig und weisen auch bei bis zu 30
Wochen alten Tieren meist nur minimale Spuren von makrophagenspezifischem CD68-

Protein auf. *
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Letztendlich kann gefolgert werden, dass die gewonnen Daten sich gut mit Ergebnissen
vorangegangener Forschung in Einklang bringen lassen. Sie bieten Hinweise darauf, in
Zusammenhang mit der zu untersuchenden Korrelation von lokaler PWV und
GefaRsteifigkeit zu stehen, zumal eine, wie bei der hier bestimmten Elastin-

fragmentierung, zeitlich dhnliche Dynamik der Messwertentwicklung zu erkennen ist.

5. Zusammenfassung

Atherosklerose ist ein wichtiger Faktor bezliglich der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen, indem sie Einfluss auf die strukturellen und funktionellen Eigenschaften
der Gefdlle nimmt. Wegen dieser Bedeutung ist es wichtig, diese Erkrankung und
deren Zusammenhédnge genau zu erforschen.

Einige Studien konnten zeigen, dass die Pulswellengeschwindigkeit mit GefaBwand-
eigenschaften, insbesondere deren Steifigkeit, zusammenhédngt. So konnte in

1.2 eine Zunahme der lokalen Pulswellen-

Untersuchungen von Gotschy et a
geschwindigkeit, als Marker flir GefalRwandsteifigkeit, in Aortenanteilen von ApoE(-/-)-
Mausen im Zeitverlauf mittels MRT gezeigt werden, ohne dass makroskopische
Veranderungen in frihen Stufen atherosklerotischer Entwicklung sichtbar waren. Dies
wird nun als Ausgangspunkt herangezogen, um zu erforschen, durch welche
histologischen Veranderungen des Gefdlles innerhalb der Atherogenese eine frihe
Zunahme der lokalen PWV erklart werden kann.

Hierzu wird zum einen die mit der GefaBwandsteifigkeit in Zusammenhang gebrachte
Elastinfragmentierung innerhalb der elastischen Laminae der Aorta ascendens und
abdominalis mittels histologischer Untersuchung quantitativ bestimmt. Die elastischen
Schichten werden durch modifizierte Elastika-van-Gieson-Farbung dargestellt. Zur
vergleichenden Bestimmung wird ein Quotient aus der Anzahl bei mikroskopischer
Betrachtung erkennbarer Briiche der elastischen Laminae und bestimmter
Gefallwandquerschnittsfliche erstellt. Die Auspragung der Elastinfragmentierung
unterscheidet sich signifikant in den zwei héchsten Altersklassen der Test- und
Kontrollmause in beiden untersuchten Aortenabschnitten, wobei die ApoE(-/-)-Tiere

stets den hoheren Wert aufweisen. Anhand der Ahnlichkeit hinsichtlich der
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Entwicklung der Messwerte von beschriebener lokalen PWV und der hier gezeigten
Elastinfragmentierung kann vermutet werden, dass diese zu einer Erhéhung der
GefalBwandsteifigkeit beitragt. Die gezeigten histologischen Parameter kdnnen so als
Indikator fiir Veranderungen der GefdBeigenschaften wahrend der Atherogenese und
als moglicher Grund einer Verdanderung der GefalBwandsteifigkeit mit konsekutiver
Erhéhung der lokalen PWV angesehen werden.

Als weiterer Einflussfaktor auf die mechanischen Eigenschaften des BlutgefalRsystems
wird die Entwicklung des Kollagengehaltes anteilig an der Aortenwand bestimmt. Es
wurde in vielen Publikationen beschrieben, welchen groRen Stellenwert
Kollagenfasern fir die GefdalBwandsteifigkeit haben. Auch wird das untersuchte
Kollagen hinsichtlich seiner Faserdicken nochmals genauer untersucht. Die
Kollagenfasern werden mittels Pikro-Sirius-Rot gefarbt und anschliefend unter zirkular
polarisiertem Licht analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen keinen eindeutigen
Trend hinsichtlich ihrer Entwicklung. Sie lassen sich auch nicht mit der aufgestellten
Hypothese in Ubereinkunft bringen, da keine zeitliche Dynamik verglichen mit der
Entwicklung der anderen Parameter nachgewiesen werden kann.

Um den beschriebenen entzindlichen Charakter der Atherogenese ebenso zu
berlicksichtigen, wird das Einwanderungsverhalten von Makrophagen in die
Gefallwand betrachtet. Es wird die relative Flache der durch Makrophagen besiedelten
GefaBwandanteile bestimmt und als Indikator einer Entziindungsreaktion angesehen,
welche direkt oder indirekt Einfluss auf GefdaBwandeigenschaften haben kénnte.
Mittels eines Antikorpers gegen das makrophagenspezifische Protein CD68 und
Kombination mit anti-antikérpervermittelt bindenden fluoreszierenden Substanzen,
werden Makrophagen in einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht und die
besiedelte Flache softwaregestiitzt bestimmt. Dabei kommt die vorliegende
Untersuchung zu dem Ergebnis, dass sich die Makrophagenbesiedelung in beiden
betrachteten Aortenabschnitten deutlich im Zeitverlauf bei den ApoE(-/-)-Tieren
erhoht. Der relative GefdBwandanteil der von Makrophagen besiedelten Flachen
erreicht seinen hochsten Wert innerhalb der Aorta ascendens bei 18 Wochen alten

ApoE(-/-)-Tieren; in der Aorta abdominalis bei 30 Wochen alten. Die absolute CD68-
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Flache in beiden Aortenabschnitten steigt bis zum Versuchsende hin an, wobei der
starkste Anstieg in der Zeit von sechs zu 18 Wochen geschieht. Dagegen zeigt die
Kontrollgruppe eine sehr geringe Zunahme dieser beiden MessgréRRen, wobei diese
stets auf einem sehr niedrigen Niveau bleiben und keineswegs mit der Entwicklung der
Testtiere zu vergleichen sind. Besonders zu beachten ist, das bereits in der jingsten
Altersstufe von sechs Wochen ein hoheres Mall an Makrophagenbesiedelung bei
Aortenanteilen der ApoE(-/-)-Tiere zu verzeichnen ist, als bei den entsprechenden
Kontrollen. Auf Grund dieser Beobachtung, lasst sich ein moglicher Zusammenhang mit
der schon frih ansteigenden GefaBsteifigkeit vor sichtbarer Plagueentwicklung
herstellen.

Bei der Klarung der zentralen Fragestellung dieser Arbeit nach einem
histomorphologischen Korrelat flr die frihzeitige Erhéhung der lokalen PWV zeigt sich
folgendes Ergebnis: Insgesamt konnen die gemessenen histologischen Charakteristika,
vor allem die Entwicklung der Elastinfragmentierung innerhalb der Gefalwand und der
Grad der Makrophagenbesiedelung, friihe Indikatoren fiir Verdnderungen
morphologischer und funktioneller Gefdalwandspezifikationen sein. Sie kommen daher
als denkbare Ursache fiir den Anstieg der lokalen Pulswellengeschwindigkeit in
Betracht, besonders da die zuvor erwahnten histologischen Parameter zeitlich wie
diese einen dhnlichen Verlauf hinsichtlich ihrer Entwicklung zeigen.

Die Atherogenese und deren zahlreiche Einflussfaktoren bleiben weiterhin Forschungs-
gegenstand und es gilt mehr denn je moégliche Mechanismen aufzudecken, um eine
GefaBwandschadigung frihzeitig und effektiv verhindern zu kénnen. Hiervon wiirde
ein Grofteil der Bevodlkerung profitieren, da die Atherosklerose durch ihre
Folgeerkrankungen nach wie vor, nicht nur in Deutschland, die Todesursachenstatistik

anfuhrt.
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Grafiken:

Grafik 1: Schematische Darstellung untersuchter Bereiche innerhalb der Aorta

Grafik 2: Schematische Darstellung der makrophagenspezifischen Farbung gegen
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Grafik 3: Aorta ascendens einer 30-wdchigen ApoE(-/-)-Maus bei 100-facher
VergroBerung; Elastika-van-Gieson

Grafik 4: VergroRerte Darstellung des in Grafik 3 rot eingerahmten Areals; 400-fache
VergroBerung; Elastika-van-Gieson

Grafik 5: Aorta abdominalis einer 30-wochigen ApoE(-/-)-Maus bei 100-facher
VergroRerung; PSR, Durchlicht (Hellbild)

Grafik 6: Schnittebene aus Grafik 5 bei Durchleuchtung mit zirkuldr polarisiertem Licht;
PSR, Durchlicht mit Polfilter (Dunkelbild)

Grafik 7: VergroRerte Darstellung des in Grafik 5 rot eingerahmten Areals; 400-fache
VergroRerung; PSR, Durchlicht (Hellbild)

Grafik 8: VergroRerte Darstellung des in Grafik 5 rot eingerahmten Areals; 400-fache
VergroRerung; PSR, Durchlicht mit Polfilter (Dunkelbild)

Grafik 9: Aorta ascendens einer 30-wochigen ApoE(-/-)-Maus bei 100-facher
VergrofRerung; ungefarbt bei Durchlicht

Grafik 10: Schnittebene aus Grafik 9 unter fluoreszierendem Licht; 100-fache
VergrofRerung; CD68-Immunfluoreszenz

Grafik 11: Ausschnitt einer Aorta ascendens mit Plaque einer 30-wochigen ApoE(-/-)-
Maus bei 200-facher VergréBerung unter fluoreszierendem Licht;
CD68-Immunfluoreszenz
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Diagramm 1: Entwicklung der Elastinfragmentierung der Aorta ascendens fir
ApoE (-/-)- und Kontrollmause im Zeitverlauf

Diagramm 2: Entwicklung der Elastinfragmentierung der Aorta abdominalis fir
ApoE(-/-)- und Kontrollm&use im Zeitverlauf
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Diagramm 3:

Diagramm 4:

Diagramm 5:

Diagramm 6:

Tabellen

Entwicklung des prozentualen Kollagengehaltes der Aorta ascendens
anteilig an der GefaBwandquerschnittsflache fir ApoE (-/-)- und Kontroll-
mause im Zeitverlauf

Entwicklung des prozentualen Kollagengehaltes der Aorta abdominalis
anteilig an der GefaBwandquerschnittsflache fir ApoE (-/-)- und Kontroll-
mause im Zeitverlauf

Entwicklung des prozentualen Anteils der mit CD68 Ak-gefarbten Flache
an der GefaBwandquerschnittsflache der Aorta ascendens fir
ApoE(-/-)- und Kontrollmause im Zeitverlauf
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ApoE(-/-)- und Kontrollm&use im Zeitverlauf
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Tabelle 2: Messergebnisse der Aorta abdominalis als Mittelwerte (Farbung PSR,
ausgewertet unter polarisiertem Licht).

Tabelle 3: Messergebnisse der Aorta ascendens als Mittelwerte (Farbung: CD68 Ak-
Immunfluoreszenz)

Tabelle 4: Messergebnisse der Aorta abdominalis als Mittelwerte (Farbung: CD68 Ak-
Immunfluoreszenz)
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