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1  EINLEITUNG

1.1 EinfUhrung

Atherosklerose ist die fiihrende Ursache von Morbiditdt und Mortalitdt in westlichen
industrialisierten  Gesellschaften. Sie hat haufig auftretende, schwerwiegende
Erkrankungen wie Herzinfarkt, Schlaganfall, plotzlicher Tod oder periphere arterielle
VerschluRkrankheit zur Folge®.

Aus diesem Grund besteht ein hoher Forschungsbedarf auf diesem Gebiet der
GefaBbiologie. Fir diesen Zweck wurde u.a. eine Reihe von gentechnisch modifizierten
Mausestammen entwickelt” *. Ein wichtiger Fortschritt war 1992 die Implementierung
eines neuen Mausmodells fiir Atherosklerose, der ,,apolipoprotein E-defizienten Maus*
(ApoE”)* ® — apoE dient als Ligand fiir den LDL-Rezeptor, ein Fehlen wirkt somit
durch Hypercholesterindmie pro-atherogen®. Diese Maus entwickelt spontan
atherosklerotische L&sionen im ganzen arteriellen GefaBbaum® von &hnlicher
Morphologie wie bei Menschen beobachtet®. Sie ist heute das herausragende Tiermodell

fir das Studium der humanen Atherosklerose® ’

10-12

und der Auswirkungen von
genetischen® °, pharmakologischen und chirurgischen***® Interventionen auf diese

Erkrankung.

Lange Zeit waren Untersuchungsmethoden der Gefalifunktion und —Morphologie
(,,Phdnotyp-Charakterisierung™) auf in vitro oder ex vivo Techniken wie
Lichtmikroskopie der atherosklerotischen Gefdfresektate beschrinkt (,,single point
information), wofiir die Tiere getétet werden mussten — Verlaufsmessungen der
Lasionen am gleichen Tier tber langere Zeit waren somit extrem limitiert*®, da erst am
lebenden Tier das kardiovaskulére System in seiner integrierten Gesamtheit beurteilt
werden kann®’.

Auf der anderen Seite lag das Hauptaugenmerk in der Atherosklerose-Diagnostik lange
Zeit auf Fluss-limitierenden Gefal3-Stenosen — in letzter Zeit rtickten nun zunehmend
die zugrunde liegenden atherosklerotischen Plaques in den Mittelpunkt des Interesses™®
19.

Demzufolge gab es ein wachsendes Bedurfnis nach einer nicht-invasiven, seriell

anwendbaren in-vivo Technik zur Maus-Phénotyp-Charakterisierung; diese sollte es



ermoglichen, GefaBlumen und die Plaque mitsamt ihrer beteiligten Komponenten sowie
die Dynamik von Progression und Regression der Atherosklerose hochauflosend
darzustellen und zu quantifizieren (,,direct plaque imaging*), um so z.B. neue
Behandlungskonzepte der Atherosklerose zu untersuchen®?%. Zugleich wiirde man so
die Anzahl der benétigten Tiere reduzieren kdnnen, da jede Maus als ihr eigenes
Kontroll-Tier dient™.

Hierflr bietet sich die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) an, als ein nicht-
invasives Verfahren ohne Strahlenbelastung und mit exzellentem, hochauflésendem
Weichgewebs-Kontrast, das beliebig oft seriell wiederholt werden kann — sie hat sich
inzwischen zur fiihrenden bildgebenden Technik fir die Charakterisierung von
atherosklerotischen Plaques entwickelt.

Erstmals gelang es 1998 Fayad et al.?* atherosklerotische Léasionen der Aorta
abdominalis bei ApoE”-Mausen mit hochaufldsender MR-Bildgebung — bei guter
histopathologischer Korrelation — darzustellen und zu quantifizieren, was seitdem in
zahlreichen Studien bestatigt wurde®?’.

Frank Wiesmann et al. gelang es 2003 am Physikalischen Institut der Universitét
Wiurzburg, die von Herz- und Lungenbewegung ausgelOsten Artefakte bei der
Darstellung des Aortenbogens der Maus tber eine EKG- und Atmungs-Triggerung zu
uberwinden und das Lumen und die Gefalwand der gesamten Aorta thoracalis einer
ApoE™-Maus detailliert mit MRT darzustellen?®, ahnlich wie zuvor Hockings et al. an
LDL-Rezeptor-Knock-Out-Mausen®. Dies ist ein Vorteil, weil bei der ApoE™-Maus
der Prozess der Atherosklerose-Entstehung vor allem in der Aortenwurzel, der Aorta

2930 nd sich hier schneller und in

besser vorhersehbarer Weise ausbildet als an anderen Lokalisationen” .

ascendens sowie im Aortenbogen selbst beginnt

Andere Arbeiten zeigten, dass man mit MRT die Progression der PlaquegrofRe sowie die

Veranderungen der Plaque-Komponenten der ApoE™-Maus darstellen kann2=.

Neben morphologischen Aspekten bietet MR-Bildgebung aber auch die Méglichkeit zur
Untersuchung von GeféRfunktion. Aufgrund ihrer nicht nur hohen rdumlichen, sondern

auch zeitlichen Auflésung konnen funktionelle GefaBparameter wie Distensibilitat oder

36, 37 38-40

Compliance sowie Pulswellengeschwindigkeit aufgezeichnet und quantifiziert



werden. Diese konnen wichtige Informationen Uber die GefaRelastizitdt und die
Involvierung von Gefallabschnitten in atherosklerotische GefaBumbauprozesse geben.

Aus Tierstudien weill man, dass eine fortgeschrittene Atherosklerose eng mit dem
Ausmall von GeféBsteifheit (engl. arterial stiffness) korreliert; dies resultiert in
reduzierter GeféaRelastizitat und —Compliance. Eine Regression der Atherosklerose ist

umgekehrt mit einer Zunahme dieser Parameter verbunden*:**

— korperliche Aktivitat
ist z.B. ein Mechanismus, der eine solche Atherosklerose-Regression bewirken kann®.
Die genauen zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind noch sehr

unvollstandig verstanden.

MR-Bildgebung kann die lokale GefaRelastizitat durch Messung von absoluten und
relativen Anderungen der GefaBlumen-Querschnittsfache quantitativ bestimmen®.
Somit kann man eine Quantifizierung von maximaler und minimaler Querschnittsflache

sowie eine Beurteilung des Kontraktions- und Relaxationsprozesses vornehmen.

Es wurden bislang keine Arbeiten durchgefuhrt mit der Fragestellung, ob es auch
maoglich ist, mit MRT bei Mausen eine Regression von GefalRdysfunktion und Lasionen
durch therapeutische Intervention — wie zum Beispiel korperliches Training - zu
beobachten. Auch MRT-Studien zur Abschatzung der GefaBfunktion an ApoE”-
Mausen fehlen bislang weitgehend. Dies sollte in dieser Dissertation untersucht werden
(siehe Kapitel 1.5).

Das bisher gesagte verdeutlicht das enorme Potential von MRT in der kardiovaskularen
Phénotyp-Charakterisierung sowohl an Wildtyp-Mé&usen als auch an Md&usen wie der

ApoE”-Maus als dem wichtigstem Tiermodell der Atherosklerose.



1.2

MR-Bildgebung (im Folgenden genannt das ,,MRI“, fiir engl. ,,Magnetic Resonance

Magnetresonanztomographie

Imaging) mittels Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) ist zur fuhrenden nicht-
invasiven in vivo Technik zur Darstellung atherosklerotischer Plaque geworden?.

Das technische Prinzip des MRI wurde 1946 von Felix Bloch und Edward M. Purcell
unabhangig voneinander entdeckt und bald in Physik und Chemie angewandt. 1952
erhielten die beiden Wissenschaftler den Nobelpreis fiir ihre Entdeckung. 1972 (ibertrug
Lauterbur das Prinzip in ein Bildgebungsverfahren*’. Das Prinzip des MRI findet sich
detailliert in der Literatur®® *°. Kurz gesagt, MRI charakterisiert verschiedene Gewebe
auf der Grundlage der biophysikalischen und biochemischen Eigenschaften ihrer
unterschiedlichen Bestandteile. Sie arbeitet mit Magnetfeldern und Radiowellen. Eine
vereinfachte bildliche Darstellung der zugrunde liegenden Prinzipien zeigt Abbildung

1.1:

B Protons—positively é If a magnetic field, By, is B} If the spins aligned with
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Abbildung 1.1: Prinzipien der Magnet-Resonanz-Tomographie.
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FIGURE 1. Basic description of magnetic
resonance imaging [MEl}

A: steps in the MRI process. B: contrast arising
from different T, and T, values. In a T,-weight-
ed MRl image, tissues with a shorter'r'1 will
hawe a higher signal intensity than tissues with
a longer T,. T,-weighted contrast agents such
a5 Gd-DTPA ar M shorten the T, of tissue
H,O, resulting in an increase in signal intensity
in the tissues where the contrast agent has
accumulated. Adapted from Ref. 25,



Die Untersuchungsmethode beruht auf dem physikalischen Prinzip, dass Atomkerne mit
ungerader Protonen- oder Neutronenzahl Uber einen Eigendrehimpuls, den sog. Spin
verfiigen. Sie werden dadurch zu winzigen Magneten. Der fur die Messung am besten
geeignete Atomkern ist das Wasserstoffatom. Daher liefert MRI vor allem von
wasserhaltigen Geweben sehr genaue und differenzierte Darstellungen.

Im Normalzustand sind die Spins ungeordnet. Legt man jedoch ein starkes Magnetfeld —
in welchem sich das zu untersuchende Objekt befindet - an, richten sich die Atomkerne
wie eine Kompassnadel parallel oder antiparallel zur Feldrichtung aus und vollfuhren
eine Kreiselbewegung um die Feldlinien des dufl3eren Magnetfeldes, die man auch als
Prézessionsbewegung bezeichnet. Die Frequenz dieser Bewegung wird Lamor-Frequenz
genannt.

Die Ausrichtung der Kernspins allein wirde noch keine Bilddarstellung erzeugen.
Deshalb wird senkrecht (90°) zur Richtung des Magnetfelds durch eine Radiofrequenz-
Spule ein kurzer Hochfrequenzimpuls eingestrahlt. Die Frequenz des Impulses
(Resonanzfrequenz) entspricht dabei der Lamor-Frequenz. Durch den Impuls werden
die langs des dulReren Magnetfelds ausgerichteten Kernspins kurz zum "Schlingern”
gebracht bzw. "umgeklappt” und die Kreiselbewegung (Prazession) aller Atomkerne
kurzzeitig synchronisiert (so genannte Phasenkohdrenz). Dadurch entsteht eine
senkrecht zu den  Feldlinien des duBeren  Magnetfelds verlaufende
Transversalmagnetisierung.

Nach Abschalten des Impulses richten sich die Kernspins wieder entlang des auf3eren
Magnetfeldes aus unter Abgabe von Energie in Form von Warme an die Umgebung.
Diesen Prozess der Wiederausrichtung, genauer gesagt des Wiederaufbaus der
Langsmagnetisierung, bezeichnet man als ,, T1-Relaxation. Er hdngt wesentlich von der
Waérmeleitfahigkeit des Gewebes ab. Gewebe mit schnellem Wérmetransfer (z.B.
Fettgewebe) stellen sich in T1-gewichteten Bildern hell dar, Gewebe mit langsamem
Warmetransfer dunkel (z.B. Liquor).

Der Prozess der Relaxation geschieht unter Abgabe elektromagnetischer Wellen, das
MR-Signal, die von Detektorspulen (,,Coils*) registriert werden, um dann zur
Bilddaten-Rekonstruktion und -Verarbeitung an ein leistungsfahiges Computersystem

Ubermittelt zu werden.



Auch ein weiterer Aspekt kann gemessen werden: Mit dem Ausschalten des
Hochfrequenzimpulses verlieren die Atomkerne auch ihre phasensynchrone
Kreiselbewegung. Der damit verbundene Riuickgang der Transversalmagnetisierung wird
als T2-Relaxation bezeichnet. Gewebe, die eine Transversalmagnetisierung relativ lange
aufrechterhalten kénnen, stellen sich in T2-gewichteten Bildern hell dar (z.B. Wasser).
Durch Veranderung der Gerateparameter, z.B. der Pulswiederholungszeit (,time to
repeat” = TR) oder der Echozeit (,,time to echo® = TE) (jeweils in [ms]) kann man am
Tomographen diese unterschiedliche ,Wichtungen* einstellen, die
hauptverantwortlichen Parameter fur Bildkontrast und Schérfe (die in dieser Arbeit
verwendeten Sequenzen werden in Kapitel 2.1.7 beschrieben):

e Protonendichte-gewichtete Bilder (PD)

e T1-gewichtete Bilder (T1)

e T2-gewichtete Bilder (T2)
Legt man zusatzlich zu dem gleichformigen Magnetfeld in dessen Inneren ein so
genanntes lineares Gradientenfeld an, so steigt die Gesamtfeldstarke entlang der
Richtung des Gradienten linear an. Dadurch sind die Lamorfrequenzen entlang des
Gradienten ortsabhdngig. Ein Gradientenfeld kann in jeder der Ortsrichtungen x, y und z
geschaltet werden. Auf diese Weise kann demnach eine Ortskodierung in allen drei
Raumrichtungen erfolgen. Das Gradientensystem ist die Quelle des bekannten, laut
klopfenden Gerausches beim MRIP: %2,
MaRgeblich fir die Auflésung des MRI ist die von ihm erzeugte Feldstarke in Tesla (T).
Ein Tesla entspricht etwa der 20.000-fachen Stirke des Magnetfeldes der
Erde. Heutzutage gibt es Tomographen mit Feldstarken zwischen 0,5 und 11,7 T *.
Dies spielt eine Rolle, da das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (engl.: signal to noise ratio =
SNR) proportional zum Quadrat der Magnetfeldstarke ist>* und ein hoheres SNR fiir
kiirzere Messzeiten und/oder bessere Ortsauflésung genutzt werden kann'’. Solche
Hochfeld-Magneten sind typischerweise mit speziellen Gradientensystemen fir hohe
Gradienten-Leistung ausgestattet und ermdglichen hinreichend hohe Orts- und
Zeitauflosung der Bildaquisition. Beachtet man die geringe Grofie von Strukturen wie
der Maus-Aorta (Lumenquerschnitt < 1 mm), so wird die Notwendigkeit der hohen
Feldstarke und spezieller Gradientensysteme bewusst. Fir MRI bei Mausen wird eine

Feldstarke von vorzugsweise mindestens 7 T empfohlen®.



Probleme der kardialen MR-Bildgebung ergeben sich u.a. durch die rhythmischen
Herzkontraktionen, der grof’e Bewegungsumfang des gesamten Herzens wahrend der
Atmung sowie die Bewegungen des Blutes. Hierdurch kann es zu unterschiedlichen
Bildartefakten kommen. Um diese Hindernisse zu tberwinden, bedarf es — wie bereits
oben angedeutet — sehr genauer und schnell zu schaltender Gradientensyteme und
Spulen, einer EKG- und Atmungs-Sensor-gesteuerten Triggerung, sowie einer
Datenakquisition Uber mehrere Herzschlége hinweg; die erhaltenen Bilder werden dann
»gemittelt, um so eine Anndherung an die tatsichlichen Struktur-Verhéltnisse zu
erzielen®.

Eine MR-Sequenz, die sich sehr gut eignet fur kardiovaskuldre Bildgebung, stellt eine
Gradientenecho-Sequenz wie die (Turbo-) FLASH-Bildgebung (engl. ,.fast low angle
shot*) dar, die unter anderem von Haase et al. am hiesigen Institut der Physik
mitentwickelt wurde. Sie ermdglicht bei hoher zeitlicher Auflésung eine verbesserte
Abgrenzbarkeit von Myokard oder GeféaRstrukturen und Blut sowie quantitative und
qualitative Aussagen zu Anatomie und Kontraktilitdt. Durch diese Technik erscheint
Blut im FLASH-BIld hell, sonstige Organe dunkel und erlaubt so eine gute Abgrenzung

unterschiedlicher Kompartimente™.

Die Darstellung verschiedener Gewebe oder Bestandteile von Plaques kann durch den
Einsatz von superparamagnetischen MR-Kontrastmitteln (z.B. SPIO)*" oder neuen

Gadolinium-haltigen lipophilen Kontastmitteln®® verbessert werden.



1.3 Atherosklerose

1.3.1 Definition

Mit Atherosklerose bezeichnet man eine komplexe, chronisch-progressiv verlaufende
entziindliche Erkrankung der groReren und mittleren muskuldren und elastischen
Arterien.

Die Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) lautet: ,,Atherosklerose ist eine
variable Kombination von Veranderungen der Intima, bestehend aus einer herdférmigen
Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit

Verinderungen der Arterienmedia.**®

1.3.2 Pathogenese und Risikofaktoren

Alterung der GefaRwand und Atherosklerose sind bis zu einem gewissen Punkt ein
physiologischer Prozess, der durch korpereigene Reparaturmechanismen wie z.B.
Endothel-Ersatz durch Stammzellen in Schach gehalten wird. Nehmen nun
Atherosklerose-fordernde Faktoren (berhand, so kann die Reparatur der Gefalwand
inflammatorische Prozesse nicht ausbalancieren und es entsteht ein positives Feedback,
das die Atherogenese weiter unterhalt®.

Die Pathogenese der Atherosklerose ist gekennzeichnet durch ein duBerst komplexes
Wechselspiel von verschiedenen Faktoren, so dass unterschiedliche Theorien entwickelt
wurden; in den letzten Jahren waren bisherige Konzepte der pathogenen Veranderungen
der Atherosklerose dramatischen Anderungen unterworfen, von der ,,Response-to-
Injury”“ Hypothese zur derzeit gingigen Hypothese der ,Inflammation/Immune
Activation®; ein von der vorherrschenden Lehrmeinung abweichendes Konzept stellt die
,Mainzer Hypothese“®* dar. Am Anfang des Prozesses — dieser beginnt schon im

“®3 in Folge einer Endothel-

jugendlichen Alter® - steht eine ,,endotheliale Dysfunktion
Verletzung® als wesentlicher Stimulus fiir die Atherogenese, verursacht durch diverse
exogene und endogene Risikofaktoren; sie fuhrt zur Einschwemmung von u.a.
oxidiertem LDL-Cholesterin und Monozyten in die Intima; letztere verwandeln sich in
Makrophagen — diese Beobachtung fiihrte Ross zur Theorie, dass die Atherosklerose

eine inflammatorische Erkrankung sei®®; zuletzt wurde die Theorie, dass die



Atherosklerose-Entwicklung eine infektiose Komponente von Chlamydia pneumoniae
beinhaltet, kontrovers diskutiert®. Auch autoimmune Prozesse werden erwogen’®.
Durch Phagozytose von Cholesterin entstehen aus Makrophagen Lipid-reiche
»Schaumzellen (Lasionstyp nach American Heart Association [AHA] Typ I)71’ 2
spater angesammelt in kleinen Gruppen als ,,Fettstreifen (,,fatty streaks*) (AHA Typ
I1). Dieser Prozess kann sogar noch beschleunigt werden, wenn das Gen fur
Apolipoprotein E (apoE) fehlt, welches eine wichtige Rolle im Cholesterin-
Metabolismus ausiibt (vgl. Abbildung 1.6) — so wie im in dieser Dissertation benutzten
Mausmodell der Atherosklerose™,

Durch ein &tiologisch komplexes Wechselspiel” " von Endothelzellen, extrazellularer
Matrix, Chemotaxis- und Adhasionsfaktoren (z.B. MCP-1, ICAM-1, VCAM-1)"®,
Komplement-Aktivierung, Zytokinen (z.B. Interleukin-2, -6 und -18, CD-40-Ligand,
TNF-a, CD47)""®  Transkriptionsfaktor ~NF-kB®,  Toll-like Rezeptor-2%,
Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, VEGF, TGF-f), freien Radikalen und oxidativem
Stress, Enzymen (z.B. NADPH-Oxidase oder Myeloperoxidase), Angiogenese-,
Nekrose- und Apoptose-Prozessen werden Makrophagen®, Thrombozyten®%¢,
Leukozyten®, T-Lymphozyten (v.a. Thl-Zellen)®®, Mastzellen®, glatte Muskelzellen

und deren Progenitor-Zellen®*%

sowie Fibroblasten aktiviert, proliferieren
(,,Intimaproliferation®; AHA Typ III) und lassen so im Verlauf die ,,fortgeschrittene
komplizierte Lasion” (AHA Typ IV/V) — die ,,verletzliche Plaque® — entstehen: einen
Lipidkern und nekrotisches Gewebe, umhiillt von einer fibrosen Kappe® (siehe

Abbildung 1.2; Ross® und Lusis” zeigen noch tiefer gehende Schemata).
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Abbildung 1.2: Beteiligte Prozesse (Auswahl) in der Entstehung und Progression
atherosklerotischer Lé&sionen. Aus der ,fatty streak” L&sion (a) entwickelt sich im Weiteren die
Intermediar-Lésion (b) und die vulnerable Plaque (c). (d) zeigt das hochgradig atherosklerotisch
obliterierte GefaR.

Aus: Rader et al.*®, dort detaillierte Schemen-Beschreibung.

Das Gefal} verdickt sich, dies wird jedoch bis zu einem gewissen Punkt durch Dilatation

<94, 95

kompensiert, das so genannte ,.,expansive Remodeling Im weiteren Fortschritt

kommt es zu Stenosierung (,.konstriktives Remodeling®), Aufbrechen der Plaque mit
Thrombosierung und Embolisierung® sowie einer verstarkten GefaRsteife mit
verringerter Elastizitat.

Die Lokalisation der Lasionen im Gefalsystem hangt vor allem von regional
unterschiedlichen hadmodynamischen Parametern ab, wie niedrigen Scherkraften,
Turbulenzen und oszillierendem Blutfluss®® .

In den letzten Jahrzehnten konnten eine ganze Reihe von endogenen und exogenen
Risikofaktoren, die die Entstehung der Atherosklerose beglnstigen, sowie
Risikoindikatoren (,,Biomarker)®”’, identifiziert werden — so zum Beispiel durch die

<98

,Framingham Heart Study“™", ein Meilenstein der Medizingeschichte.

Diese ,.kardiovaskuldren* Risikofaktoren (teilweise umstritten) unterteilt man (derzeit)

u.a. folgendermaien® 1%;

- Nicht-modifizierbar: Alter, mannliches Geschlecht (u.a. Androgen-Einfluss)™*,

Familienanamnese/Genetik " %%’ post-Menopause.
- Modifizierbar: Nikotinabusus'®, Dyslipiddmie und Hypercholesterinamie

(Triglyzeride, HDL, LDL)* ™ falsche Ernahrung''?, arterielle (systolische)

Hypertonie'*®, Diabetes mellitus*** *°, Bewegungsmangel™®, Adipositas''” *8,

120

Hyperurikamie™®, psychische Belastung (,,Stress®) oder Depression*?,

10



Alkoholabusus, anti-retrovirale Therapie bei HIV-Infektion (HAART)'#

Feinstaubbelastung durch Strassenverkehr'?*?,

- Serum-Marker und Scores: Hamostasefaktoren (z.B. Fibrinogen)*®, Faktor VII,
77, 127, 128

Entzindungsmarker (z.B. C-Reaktives Protein, Interleukin-6 und -18)
Homozystein'®®, Apolipoprotein A-1 und B-100, Brain Natriuretic Peptide
(BNP), Urin-Albumin/Kreatinin-Ratio’®*, hohes Lipoprotein(a), niedrige
Konzentrationen von Testosteron™!, Antioxidantien (z.B. Vitamin C, Vitamin
E)*#134  vVitamin D™ oder Spurenelementen™, hohe Konzentrationen von
Renin*®, niedrige Spiegel von zirkulierenden endothelialen Vorlaufer-

(Progenitor)-Zellen (EPCs) aus dem Knochenmark™® **° koronarer Calcium-

140 97

Score™ etc
Neuerdings haben manche Autoren die Hypothese formuliert, dass Atherosklerose als
ein maligner Prozess der Gefalwand zu betrachten sei (und somit als gemeinsame
Atiologie), da sie einige pathogene Mechanismen mit Malignomen gemeinsam hat, wie
z.B. molekulare Gen-regulierende ,Pathways® oder Biomarker; dies konnte

gemeinsame therapeutische Strategien erdffnen®* 4.

1.3.3 Kilinische Manifestationen und Therapieansatze

Die Atherosklerose als Systemerkrankung liegt einer Vielzahl von klinisch hdufigen
und schwerwiegenden Erkrankungen zugrunde, je nach Lokalisation des stenosierten
oder durch Ruptur eines instabilen Plagues thrombosierten GefélRes und daraus
entstehender Hypoxie und Infarzierung**; diese machen sich jedoch zumeist erst im
fortgeschrittenem Stadium der Atherosklerose bemerkbar (siehe Abbildung 1.3),
teilweise aufeinander aufbauend, viele Jahre bis Jahrzehnte nach Beginn der
GefaRveranderungen®**; gleichwohl gibt es Individuen, bei denen es nie zur klinischen

145 kommit,

Manifestation mit erkennbaren Beschwerden (,,subklinische Atherosklerose®)
trotz ausgedehnter atherosklerotischer Veranderungen'*® — eine Auswahl:
- Herz (Koronararterien): Koronare Herzkrankheit, Angina pectoris, Akutes

Koronarsyndrom, Myokardinfarkt, Pl6tzlicher Herztod, Herzinsuffizienz.
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- Zentrales Nervensystem (v.a. aus Arteria carotis, zerebralen Gefalen und

Aortenbogen): Ischdmischer Schlaganfall (in 70% der Falle vaskular bedingt),

Transitorische Ischamische Attacke (TIA), vaskulare Demenzerkrankungen*’ %%,

- Aorta: Aneurysma, Dissektion, Verschluss'*®,

- GeféaBRsystem: Arterielle Hypertonie, periphere arterielle VerschluRkrankheit (pAVK),

149, 150 101, 151
B, :

akuter peripherer Gefaliverschlu , (vaskulére) erektile Dysfunktion

- Viszerale GefaRe: Mesenterialischamie'®,
- Nieren: Nierenarterienstenose, atheroembolische Ereignisse, Verschlechterung einer

Chronischen Niereninsuffizienz (CKD) 3%,

Phase 4 Phase 4
vi Vi
||| Il" 'vllv ',
Phase 1 Phase 2 s || Acute Syndromes |y |
— Myocardial infarction P
B\  unstable angina (
(8]} IV-Va '\.\ | Ischemic sudden death \ \\I
) \ \
'l J
1 [ ‘
'l l/ - " ll’—> >
'D \\ { I
W8 %N
If Il
No Symptoms Ill !ll Angina
- 'D |; _|  Pectoris
‘ -
| |\
\:\ "!'\
Phase 3
Vi

Abbildung 1.3: Beispielhaftes Schema des klinischen Stadienablaufes der Atherosklerose.
Aus: Fuster el al.

Bei der kausalen Therapie der Atherosklerose steht die Kontrolle der modifizierbaren

Risikofaktoren (siehe oben) derzeit ganz im Vordergrund, also die so genannten

<157, 158 143, 159.

,,Lifestyle-Modifications und medikamenttse Therapie

Beendigung von Nikotinabusus'®, gesunde Erndhrung (z.B. ,,mediterrane Diit*, hoher

Obst- und Gemiise-Konsum; Kakao- und Koffein-Konsum, Kochsalz-Reduktion)'** 1¢%

162 korperliche Bewegung (,,Exercise®, ,Fitness®, siehe Kapitel 1.3.4)116’ 163, 164

moderater Alkoholkonsum, Gewichtsreduktion bei Adipositas**’, Stressabbau, eine

optimierte Behandlung einer arteriellen Hypertonie*® und eines Diabetes mellitus*®> 1,

12



Therapie mit HMG-CoA-Reduktase-Hemmern (,,Statine”, z.B. Atorvastatin) bei
Hypercholesterindmie (v.a. auch wegen ihrer pleiotropen Effekte)!™ 107171 ACE-
Inhibitoren, Sartane, PPAR-y-Agonisten’’> ™ und Kalzium-Antagonisten (z.B.
Amlodipin)*™ etc.

Auf Details der symptomatischen Therapie und Prognose soll hier nicht eingegangen
werden.

Ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie und Molekularbiologie der
Atherosklerose — auch mit Hilfe von bildgebenden Verfahren wie
Magnetresonanztomographie — wird in Zukunft neue Therapiewege aufzeigen™ %, z.B.
durch Immun-Modulation'”®, Anti-Inflammatorische Medikamente, Vakzination!’®,

Stammzell- oder Gen-Therapie®’’.

1.3.4 Effekte von Training auf die Gefa3funktion

Korperliche Inaktivitat ist ein modifizierbarer Risikofaktor (vielleicht mit der hochsten
Préavalenz) fur kardiovaskulére Erkrankungen und eine Reihe von anderen chronischen
Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Malignomen (z.B. Colon- und Mamma-
Karzinom), Adipositas, arterielle Hypertonie, Knochen- und Gelenkserkrankungen
(Osteoporose und Arthrose) sowie Depression*’.

Seit den grundlegenden Arbeiten von Morris et al.}™® ¥ in den 1950er Jahren (the
exercise hypothesis®) sowie Paffenbarger et al.'®" ¥ in den 1970er und 1980er Jahren
gab es zahlreiche prospektive Langzeit-Follow-Up-Studien bei Mé&nnern und Frauen,
die ein Risiko fur erhdhte Mortalitat durch kdrperliche Inaktivitat allgemein und durch
spezifische Erkrankungen (z.B. kardiovaskulare) nachweisen konnten™®.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass regelmé&Riges korperliches Training und ein
hohes Level an Fitness im Sinne einer Primér- und sogar Sekundarprévention
(,,Kardioprotektion*) das Risiko von vorzeitigem Tod durch kardiovaskuldre und andere
Erkrankungen senken, und dies sogar in einer ,,Dosis-Wirkungs-Beziehung* — je fitter,

desto geringer das Risiko (siehe Abbildung 1.4)'8* 1%,
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Abbildung 1.4: Relative Mortalitdit je nach Fitness: Studienteilnehmer mit verschiedenen
Risikofaktoren (z.B. Hypertonie, COPD, Diabetes mellitus, Rauchen, erhdhter BMI > 30 und hohe
Gesamt-Cholesterin-Werte (TC) > 5,70 mmol/l), die eine Belastungskapazitat von < 5 metabolischen
Aquivalenten **, 5 bis 8 METs oder mehr als 8 METs erreichten.

Aus: Myers et al.*®’

Die weltgrofite Studie zum Nutzen korperlicher Aktivitat auf die Gesundheit, die
Aerobics Center Longitudinal Study (ACLS)'® des Cooper Institute in Dallas/Texas,
USA zeigte z.B. kirzlich erst eine verringerte Schlaganfall-Inzidenz bei korperlich
aktiven Frauen'®,

Weitere Informationen zu den protektiven Mechanismen von korperlichem Training auf
die Atherosklerose-Entwicklung finden sich in Kapitel 4.2.2.

1.3.5 Bedeutung fur nationale Gesundheitssysteme und Forschung

Die enorme Bedeutung der Atherosklerose und ihrer thrombembolischen

Folgeerkrankungen fur nationale Gesundheitssysteme — epidemiologisch wie auch

190, 191

okonomisch (,,Burden of Disease*) — wird aus folgendem Kklar: Sie ist die
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fihrende Ursache von Morbiditat und Mortalitét in industrialisierten Landern und man
geht von einem globalen Anstieg aus, gerade auch in Entwicklungslandern® *%% 1% |n
Deutschland betrug 2006 der Anteil kardiovaskuldrer Todesursachen an der
Gesamtmortalitat 43,7%"%, im Jahr 2003 weltweit 30%; fiir die USA schatzt man, dass
jahrlich mehr als 1 Millionen Menschen an den Folgeerkrankungen der Atherosklerose
versterben, bei jahrlichen Behandlungskosten von iiber 430 Milliarden US-Dollar%°.
Innerhalb Europas findet sich hierbei ein deutliches Nordost-Stidwest-Gefalle'*®.

Bei dieser enormen epidemiologischen und 6konomischen Relevanz wird verstandlich,
dass diesbezuglich erhebliche Forschungsaufwendungen auf vielen Teilgebieten der
Medizin — Pharmakologie, Kardiologie, Neurologie, Radiologie, Pathologie etc. —
getatigt werden. Des Weiteren erdffnet sich ein betrachtlicher Spielraum fir
Préaventionsanstrengungen durch Beeinflussung der Risikofaktoren, gerade unter dem
Aspekt des demographischen Wandels und der heute so aktuellen ,,Kostenexplosion® im

Gesundheitswesen®®” 1%,

1.4 Bedeutung des Mausmodells in der Kkardiovaskularen
Grundlagenforschung

Zahlreiche Tiermodelle wurden fur das Studium der Pathogenese und potentieller
Behandlungsmethoden der Atherosklerose herangezogen, darunter Hamster und Tauben
sowie relativ groRe Tiere wie Hunde, nichtmenschliche Primaten*®, Schweine®® oder
Kaninchen?® %2, Man benétigte jedoch ein kleines und genetisch reproduzierbares
Mausmodell der Atherosklerose. So wirde man die Nachteile andere Tiermodelle
ausgleichen konnen und Therapiestudien ermdglichen, die eine relativ grof’e Anzahl
von Tieren bendtigen®.

Die Maus hat zahlreiche Vorteile, wie etwa kurze Generationszeiten, hohe
Reproduktionsrate, kleine GrolRe und somit relative niedrige Haltungskosten sowie ein
genauestens charakterisiertes Genom; letzteres erlaubt es seit Anfang der 1980er Jahre,
Genmodifikationen (,,genetic engineering®) wie Geniiberexpression (,,transgene Tiere*)
und —mutation sowie — als einziges Wirbeltier — durch gezielte Gendeletion (homologe

Rekombination in embryonalen Stammzellen, sog. ,.gene targeting®, siche Abbildung
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1.5) so genannte ,, Knock-Out“-Modelle zu schaffen, an denen man spezifisch die

Auswirkungen des Fehlens eines Gens und des entsprechenden Genproduktes

204

untersuchen kann®%® Diese Technik hat die biomedizinische Forschung

revolutioniert; als Wirdigung ihrer Rolle bei der Entwicklung dieser Technik wurde der
Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin im Jahr 2007 an die Wissenschaftler Capecchi,

Evans und Smithies vergeben®®® #®,

Embryonic stem cell

Homologous ~ Exon Homologous Homologous ~ Exon Homologous
region region region region
Cellular gene Cellular gene
£ Embryonic-stem- t &
- i -~ i cell culture
“\ ; NS
Y ” LV
NS loxP \ \,' ‘ loxP
7 \sequence ','\\ Targeting > sequence. Targeting
/ B\

/ AN Vector f \ vector
Positive Negative Homologous Positive Negative
selection selection recombination selection selection

gene gene l
A 4 A 4
Gene replacement nge replacement
Cre-mediated Cre-mediated
recombination \ recombination
A 4 \ v
2 Inactivated gene Knock-in gene
- S A

Injection of embryonic stem Germ:line offspring

cells into host blastocyst

Chimeric offspring

blastocyst in foster mother

Abbildung 2.5: Technik der Schaffung von Knock-Out-Ma&usen
Aus: Manis et al.*®
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Eine Zeit lang war das einzige Mausmodell der Atherosklerose — Wildtyp-Mause
entwickeln keine Atherosklerose - hierfiir die C57BL/6-Maus®”’, die aber nur unter sehr
langfristigem, Lipid-reichem Futter atherosklerotische Lasionen entwickelt’, welche
jedoch dem Mensch in Histologie und Lokalisation nicht hneln®®.

Als im Jahr 1992 zeitgleich zwei Laboratorien die Apolipoprotein E-defiziente Maus

5% 29 _ ajne Revolution der

(ApoE”-Maus) durch Gene Targeting schufen®
Atherosklerose-Forschung’ — wurde diese schnell zum am weitesten verbreiteten
Tiermodell fiir das Studium der experimentellen Atherosklerose’ und die Anzahl der in
vivo-Studien der Atherogenese explodierte formlich™; die ApoE”-Maus entwickelt
namlich relativ schnell spontan Lésionen des gesamten arteriellen GefaRbaumes®, die
dem Menschen extrem ahneln®; diese lassen sich vergleichsweise leicht histologisch
analysieren®®.

Nebenbei bemerkt spielt die ApoE™”-Maus mit ihren unterschiedlichen Varianten (v.a.

ApOE4) eine ungemein groRe Rolle in der Erforschung der Alzheimer-Demenz®™°.

Apolipoprotein E, ein Glykoprotein, das hauptséchlich in Leber und Gehirn synthetisiert
wird, ist Bestandteil aller Lipoproteine bis auf Low-Density-Lipoproteine (LDL). Es
dient systemisch als ein Ligand fir hepatische Rezeptoren, die zirkulierende
Chylomikronen und Very-Low-Density-Lipoprotein (VLDL)-Remnants aufnehmen und
eliminieren (siehe Abbildung 1.6). Weiterhin wird es in Gefallen von Monozyten und
Makrophagen synthetisiert und man nimmt an, dass es lokal Effekte auf die Cholesterin-
Homdostase und inflammatorische Reaktionen in atherosklerotischen GefaRen austbt.
Aulerdem soll es eine Rolle bei der Nahrungs-Absorption und der bili&ren Exkretion

von Cholesterin spielen®® ",

17



Chylomicron Remnant particles

Lipoprotein lipase Apo A-l, PL S‘;Z::’mnzfyus
HL
VLDL IDL —> LDL
Pre-3-HDL
Vessel wall
J
Peripheral cell uptake

> f erol

Al 1
Macrophages

Fibroblast

CETP (serum)
Cholesteryl ester

-3

g 3

L =

Cholesterol S 8
s 2 Q >

bile acids s B
n. T

SF

Bile

HDLy

Abbildung 1.6: Die Rolle von ApoE im Lipid-Metabolismus
Aus: Assmann et al !

Flttert man dieser ApOE'/'-Maus nun eine ,,Western Type Diet“ (WTD), wird der
Atherogenese-Prozess bei Cholesterin-Spiegeln von > 200 mg/dL deutlich beschleunigt
und gesteigert®. Dieses Futter ahnelt der US-amerikanischen Diat und besteht aus 21%
Fett und 0,15% Cholesterin (TD 88137 Harlan Teklad, Madison, WI, USA); hierunter
kommt es zu Uber dreifach héheren Plasma-Cholesterinspiegeln (v.a. VLDL und IDL)
als bei Wildtyp-Mausen unter normaler Di&t?®. Unter WTD sind bei ApoE™”-Mausen
bereits ab dem Alter von acht Wochen atherosklerotische Lasionen zu beobachten; mit
zunehmendem Alter wachsen diese in ihrer GroRe an®.

Dieses Mausmodell war Grundlage einer ganzen Reihe von Studien tber genetische® °,

10-12

pharmakologische®®*? und chirurgische'® ** 22 Interventionen auf die Atherosklerose-

Entwicklung” (siehe Kapitel 4.2.2).

Schlie3lich noch ein Wort zur Physiologie und Anatomie der Maus: Aufgrund der

geringen Grol3e stellt die Untersuchung der Maus eine Herausforderung dar; trotz vieler
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morphologischer und physiologischer Ubereinstimmungen gibt es deutliche
Unterschiede zum Menschen — gerade auch in Bezug auf das kardiovaskulare System,

wie Tabelle 1.1 zeigt:

Mensch Maus
Herzfrequenz [Schlage/min]: 73 450-550
Herzfrequenz unter Narkose: - 425/min (zw. 300-550/min)
Lumen-Durchmesser der .
4-5cm Max. 1 mm an weitester Stelle

Aorta:
Atemfrequenz [/min]: 12 106 — 163
Blutvolumen: 5-71 4-5ml
Schlagvolumen linker

_ 70 mi 40 - 60 pl
Ventrikel:
Arterieller Blutdruck 112-124 / 48-62

_ 120/80

(syst./diast.) [mmHg] (unter Narkose)

Tabelle 1.1: Vergleich physiologischer Parameter Maus und Mensch (Durchschnittswerte)
Aus: Rao et al.***

Die hohe Herz- und Atemfrequenz stellen enorme Anforderungen an eine optimale,
unabdingbare Registrierung fir eine EKG- und Atmungs-Triggerung zur Bewegungs-
Artefakt-Suppression im Rahmen der MR-Aufnahmetechnik®*; ebenso erfordert die
geringe GroRe der Mausaorta die Verwendung von MR-Geréten mit hohen Feldstarken,

die ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bieten (siehe Kapitel 1.2.1).

Des Weiteren ist bei der Wahl der Narkose Vorsicht geboten, da diese kardiodepressive
Effekte hat; hier hat sich Isofluran 3% als wertvoll erwiesen, da es schnell an- und
abflutet, bei minimaler kardiovaskularer Depression®™* 2%,

Wegen der groRBen Oberflache im Vergleich zur KorpergroRe und des groRen
metabolischen Umsatzes muss wéhrend der Untersuchung auf Auskihlung geachtet
werden, weil diese zu Bradykardie und zu veradnderten Pumpeigenschaften des Herzens
flhren kann. Hier erweisen sich Warme-Kissen mit konstanter Temperatur-Regelung

und ein Herzfrequenz-Monitoring als niitzlich®™.
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Von der Anatomie her gleicht das GefalRsystem der Maus als Sdugetier dem des
Menschen in groBem Malie, was das Aufsuchen relevanter Strukturen wahrend der MR-
Untersuchung sehr erleichtert. Abbildung 1.7 gibt einen Uberblick (ber das
GefaBsystem der ApoE’-Maus und die Pradilektionsstellen atherosklerotischer
Lasionen.

Abbildung 1.8 zeigt die entsprechenden MR-Bilder des Aortenbogens und abgehender

Aste im Frontal-Sagittal-Schnitt (links) und im Transversal-Schnitt (rechts).

i Right
Right common mmn'%n o
carotid artery, Left common aroud
carotid artery artery o Left common carolid artery

Left subclavian artery Left subclavian artery

Right
coronary
. artery
Right Right
ulmona
grtery Y Lt g:?r)? g ft
pulmonary pulmonary
artery artery
Celiac artery Celiac artery
Superior mesenteric artery Superior mesenteric artery
Right renal artery Left renal artery Right renal artary Left renal artery

Middle caudal artery @ |o+— Middle caudal artery

Common
iliac

Common
artery il

iliac
artery

Abbildung 1.7: Das GefaRsystem der ApoE™-Maus:

Links: Uberblick tiber Aorta u. abgehende Aste.

Rechts: Prédilektionsstellen atherosklerotischer Lédsionen schwarz eingezeichnet: (1) Aortenwurzel =
Aorten-Sinus; *"° Aortenbogen, untere Kurvatur; (3) Hauptaste d. Aorta thoracalis; (4) Arteria carotis; (5)
Hauptéste d. Aorta abdominalis; (6) Aortenbifurkation; (7) Arteria iliaca; (8) Arteriae Pulmonalis dextra
et sinistra.

Aus: Nakashima et al. ®
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Abbildung 1.8: MR-Bilder des Aortenbogens und abgehender Aste:

Links: Frontal-Sagittaler-Schnitt: (LVOT) links-ventrikuldrer Ausflusstrakt; (Ak) Aortenklappe; (aA)
aszendierende Aorta; (Tb) Truncus brachiocephalicus; (Ac) Arteria carotis communis sinistra; (As)
Arteria subclavia sinistra; (dA) deszendierende Aorta; auBerdem zu sehen: Truncus pulmonalis, im
Querschnitt, eine wichtige Orientierungshilfe beim Suchen der entsprechenden Schnittebenen.

Rechts: Transversal-Schnitt: Truncus pulmonalis); (IoH) linke obere Hohlvene = Vena cava superior
sinistra; (dA) deszendierende Aorta; (Aps) Arteria pulmonalis sinistra; (Btp) Bifurkation d. Truncus
pulmonalis; (Apd) Arteria pulmonalis dextra; (roH) rechte obere Hohlvene = Vena cava superior dextra;
(Aa) Aorta ascendens.

1.5 Fragestellung der Dissertation

In der vorliegenden Arbeit sollte geprift werden — aufbauend auf der Arbeit von
Wiesmann et al. (s.0.)®® -, ob man mit MR-FLASH-Cine-Bildgebung (siehe Kapitel
1.2.2 und 2.1.7) unter EKG- und Atmungs-Triggerung eine Verbesserung der
GefaRfunktion fir die Aorta ascendens und Aorta abdominalis bei ApoE”-Mausen
nachweisen kann; dies sollte dargestellt werden als Veranderung der Elastizitat des
GeféRes, also der maximalen und minimalen Werte der Gefa3lumina vor und nach 4-6

wochigem Laufrad-Training.

Ein Teil der Mé&use erhielt eine Lipid-reiche ,,Western Type Diet“ (WTD) und fiihrte
dann ein freiwilliges Laufrad-Training durch; unter WTD entwickeln diese Mduse drei-
bis viermal héhere Plasma-Cholesterin-Spiegel als Wildtyp-Mé&use unter normaler Diat.

Infolgedessen findet sich eine deutlich beschleunigte Plaque-Bildung und -GrélRe, sowie
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erhohte arterielle Steifigkeit und verringerte GefaBelastizitat® *°® . Das folgende
Laufrad-Training (,,physical activity”, ,exercise) sollte die atherosklerotischen
Lasionen rlckbilden oder zumindest in ihrem Wachstum aufhalten, sowie die
GefaRfunktion verbessern; dies unter der Annahme, dass Training ein kardiovaskular-
protektiver Faktor ist, wie es in mehreren Studien an Tiermodellen und am Menschen
nachgewiesen wurde und in der Behandlung der Atherosklerose nachdriicklich

empfohlen wird®* 2!,

Dem dynamischen Verlauf der postulierten Verdnderungen an der Aorta folgend,
wurden MR-Messungen vor und nach Training durchgefiihrt (,longitudinales* oder
,»dynamisches MRI*). Die Messungen vor dem Training wurden zweimal durchgefuhrt,

um die Variabilitdt der Messmethode zu untersuchen.

Das Wissen tber den molekularen Mechanismus der Gefafl3-Protektion durch Training
ist trotz einer Vielzahl von Literatur zum Thema noch sehr begrenzt®'® 2'°; positive
Effekte von Training konnten im Mausmodell fiir ApoE”-Méuse und LDL-Rezeptor™-

Mause ex vivo nachgewiesen werden®® % 22 (siehe auch Kapitel 1.3.5 und 4.2.2.4).

Fur mich als medizinischen Doktoranden bestand der grof3e Reiz dieser vorliegenden
Dissertation im Arbeiten mit einer spannenden High-Tech-Methode wie MRI und mit
gentechnisch modifizierten Mausen sowie auf einem medizinisch hoch-relevanten
Gebiet wie der Atherosklerose-Forschung. Als Hobby-Langstreckenldufer empfand ich
die Frage nach Auswirkungen von Training als kostengiinstige, ,,nebenwirkungsarme*

nicht-pharmakologische Intervention umso interessanter.

22



2 Material und Methodik

2.1 Mauspréaparation und Datenakquisition

2.1.1 Mause und Futter

Alle Tierexperimente wurden nach den Richtlinien der Universitait Wurzburg
durchgefihrt und von der Ethikkommission genehmigt.

18 mannliche apolipoprotein-E-Knock-Out (ApoE™)-Mause vom Stamm C57BL/6J
(Stamm-Name B6.129P2-Apoe™"™) wurden von The Jackson Laboratory (Bar
Harbour, ME, USA, http://jaxmice.jax.org) erworben.

Diese Mause wurden durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen

(siehe auch Kapitel 1.4) generiert, wie zuvor von Piedrahita et al. beschrieben®®.

Eine Halfte der ApoE™-Mause (n = 9) erhielt normales Standard-Futter fiir Mause (4,0
% Fett; Altromin Standard-Diat 1320, Altromin Gesellschaft fur Tiererndhrung mbH,
Lage, Deutschland, http://www.altromin.de) (im Folgenden als ,ApoE”-Mause —
WTD* bezeichnet).

Um die Entwicklung von komplexen Lé&sionen im Aortenbogen zu beschleunigen,
erhielt die andere Halfte der ApoE™-Méuse (n = 9) eine fettreiche sog. ,,Western Type
Diet“ (WTD), die 21% Milchfett, 0,15% Cholesterin und 19% Casein enthielt (Harlan
Teklad TD 88137, pelletiert; Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland,
http://www.harlan-winkelmann.de) (im Folgenden als ,, ApoE”-Miuse + WTD*
bezeichnet).

Die ApoE”-Mause wurden zunichst in Mengen von 3-4 pro Kafig gehalten und

erhielten Futter und normales Frischwasser ad libitum.

Als Kontrolle dienten mannliche normale Wildtyp -Mause vom Stamm C57BL/6J (n =
9) (Charles River, Sulzfeld, Deutschland, http://www.criver.de). Die Wildtyp-Mause
wurden in Mengen von 3-4 in einem Kafig gehalten und erhielten normales Standard-

Futter (Altromin, s.0.) und normales Frischwasser ad libitum.
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Alle Mause wurden in einem Temperatur-kontrollierten Raum (25° C) mit 12:12-
stindigem Licht-Dunkel-Zyklus gehalten und taglich vom Tierpflege-Personal

untersucht.

2.1.2 Experiment-Protokoll

Im Alter von 32-36 Wochen wurden alle ApoE”-Mause beider Gruppen mit Cine-
FLASH-MRI (siehe Kapitel 2.1.7) gemessen (Baseline-Messung); zur Prifung der
Validitdt wurde bei allen Tieren wenige Tage nach der ersten Messung eine zweite
Messung durchgefiihrt. Dieses Alter zum Zeitpunkt der ersten beiden Messungen wurde
gewahlt, um sicherzugehen, dass bei den Mausen ein fortgeschrittenes Stadium
atherosklerotischer L&sionen nach Definition der American Heart Association besteht.
Dieses stellt sich gewdhnlich bereits im Alter von 13 Wochen ein® 7,

Daraufhin wurden alle ApoE”-Mause in Einzelkéfige gesetzt, die mit Laufradern fiir
Nagetiere (Trixie Heimtierbedarf GmbH, Tarp, Deutschland) und Tachometern
(Prophete, Koln, Deutschland) zur Messung der taglich zuriickgelegten Distanz und
anderer Parameter ausgerustet waren.

Die Méuse rannten freiwillig fir die Dauer von 4 — 6 Wochen. Nach Ende des Laufrad-
Trainings wurden alle ApoE”-Mause beider Gruppen wiederholt mit Cine-FLASH-
MRI gemessen (Follow-Up-Messung).

Die Kontrollméuse vom Typ C57BL/6J wurden im Alter von 22 Wochen ein Mal mit

Cine-FLASH-MRI gemessen.

Eine Ubersicht tiber das Experiment-Protokoll gibt folgende Abbildung 2.1:

24



apoE”"-Miuse apoE~"-Miuse C57TBL/6J-Miiuse
mit WID ohne WTD zur Kontrolle

(n=9) (n=9) (n=19)
l l 1

1. Basal-Messung 1. Basal-Messung Ix Messung zur Kontrolle

2. Basal-Messung 2. Basal-Messung
i l

4-6 Wochen 4-6 Wochen

Laufradiraining Laufradiraining

i l
Follow-Up-Messung Follow-Up-Messung

Abbildung 2.3: Experiment-Protokoll der Dissertation

2.1.3 Narkose

Einen Uberblick iiber den gesamten Ablauf der Narkoseeinleitung und anschlieRender
MR-Datenerhebung (Data Acquisition) gibt Abbildung 2.2:
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[ Acquire MR data LL
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Abbildung 4.2: Ablauf der MR-Datenerhebung
Aus: Pautler et al.*

Zu Versuchsbeginn wurde jede Maus ca. 5 Minuten bei 4,0 VVol% lIsofluran (Forene®,
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und 3 Litern/min Sauerstoff (Tyczka
Industrie-Gase GmbH, Mannheim, Deutschland, http://www.tig.de) in der Narkosebox
(ca. 25x15x15 cm) narkotisiert. Die Narkosegas-Mischung erfolgte Uber einen
Isoflurane Vapor 19.3 (Dréagerwerk AG, Libeck, Deutschland,
http://www.draegerwerk.de) (siehe Abbildung 2.3).
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Narkosegerét
Narkosebox

Abbildung 2.3: Narkosegerat und Narkosebox

Mit Einsetzen einer tiefen Schnappatmung, welche auch wichtig fiir die Atmungs-
Triggerung ist (siehe Kapitel 2.1.5), wurde die Maus aus der Narkosebox genommen
und die Narkose nun mittels eines aus einer gekirzten 5ml-Spritze gefertigten
Nasenkonus fortgefuhrt. Wéhrend der Lagerung und dem Anlegen der EKG-Elektroden
wurde die Narkose schrittweise tber ca. 10 Minuten auf 1,7 Vol% Isofluran als
Erhaltungsdosis bei einem Sauerstoff-Fluss von 1,5 Liter/min reduziert und wahrend der
MR-Aufnahmezeit die Narkosetiefe anhand der Atemfrequenz entsprechend reduziert

oder erhoht in einem Bereich zwischen 1,5 und 2,0 VVol% Isofluran.

2.1.4 Lagerung, Anbringen der EKG-Elektroden und des Atem-Drucksensors

und Versuchende

Die Maus wurde in Ruckenlage auf ein halbrundes, nichtmagnetisches, dem Spulen-
Innendurchmesser angepasstes Warmekissen gelagert, das Wickelungen von
Polyethylen-Réhrchen  enthielt und mit einer Temperatur-Regulations-Einheit
verbunden war. Somit lieBen sich wéhrend der MR-Datenakquisition konstant
normothermische Bedingungen erzielen und auch die Herzfrequenz bis zu einem

bestimmten Grad steuern und konstant halten (siehe Abbildung 2.4).
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EKG-Elektroden

Nasenkonus

Warmekissen

Abbildung 2.4: Narkotisierte Maus auf dem Warmekissen mit EKG-Elektroden und Nasenkonus

Nach Umlagern auf das Warmekissen wurde der Maus zur Pravention von Austrocknen
der Augen Augensalbe aufgetragen (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland).

Daraufhin wurde Elektroden-Creme (GE Marquette Hellige, Freiburg, Deutschland) auf
beide Vorderpfoten aufgetragen; an diesen wurden aus selbstklebender Kupferfolie (3M
Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland) flr jeden Einzelversuch angefertigte
Elektroden von ca. 1,2 cm Breite und 3 cm Lange angebracht (siehe Abbildung 2.4),
die Uber das EKG-Silber-Kabel mit der im Institut entwickelten EKG-Einheit fir die
EKG-Triggerung (siehe auch Kapitel 2.1.5 und Abbildung 2.5) verbunden wurden. Um
Storsignale durch das Gradientensystem zu minimieren, wurden die Pfoten nahe
aneinander parallel gelagert, bertihrten einander jedoch nicht. Das EKG-Kabel wurde
streng entlang der Z-Achse (horizontal) ausgerichtet.

Fur die Atmungs-Triggerung wurde der Maus vorsichtig ein Atem-Drucksensor auf den
Thorax aufgesetzt, der die Atem-Exkursionen des Thorax jedoch nicht einschrankte; der
Drucksensor war ebenso mit der EKG-Trigger-Einheit Gber Silberdraht verbunden.

Vor dem Einbringen in den Tomographen wurde die Maus mit 3-5 Streifen Leukoplast
(Beiersdorf AG, Hamburg, Deutschland, http://www.beiersdorf.de) an der Warmschiene
fixiert, um ein unbeabsichtigtes Herausfallen der Maus oder ein Lésen der EKG-
Elektroden und des Atem-Drucksensors zu vermeiden.

Nach erfolgreicher Versuchsdurchfiihrung und Rekonstruktion der Bilddaten wurde die
Maus dem Tomographen entnommen und die Narkose durch Reduktion des Isofluran-
Anteils und Erhéhung der Sauerstoff-Zufuhr schrittweise beendet. Die Maus wurde auf

dem Warmekissen belassen und zusatzlich mit einer Rotlichtlampe gewarmt. In der
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Zwischenzeit vor dem Wachwerden konnten die Leukoplast-Streifen und die EKG-
Elektroden vorsichtig entfernt und die Mauspfoten von der EKG-Elektroden-Creme
gereinigt werden. Nach dem Aufwachen wurde jede Maus in ihren mit Rotlicht
vorgewdrmten Kafig zurlickgesetzt; die untersuchten Mause regenerierten sich in der
Regel schnell.

Die Dauer der gesamten Prozedur von Narkose-Einleitung tiber MR-Datenakquisition

und Narkose-Ausleitung betrug im Mittel 2 h 20 min.

2.1.5 EKG- und Atmungs-getriggerte Aufnahmetechnik

Das schlagende Herz der Maus mit Frequenzen zwischen 500 und 600 Schldgen pro
Minute sowie Atembewegungen alle 10 bis 15 Herzschldge bedeuten, dass man eine
zuverlassige EKG- und Atmungs-Registrierung durch eine Trigger-Einheit bendtigt, um
EKG-Artefakte durch Bewegung zu supprimieren. Um die Datenakquisition mit dem
Herzschlag zu synchronisieren, wurde das EKG-Signal von einer am Physikalischen
Institut der Universitdt Wurzburg von Eberhard Rommel entwickelten Trigger-Einheit
mit hoher Aufzeichnungsrate fiir hohe Herzfrequenzen detektiert (siehe Abbildung 2.5);
diese enthélt Frequenzfilter (Hochpass-, Tiefpass-Filter) zur Eliminierung von niedrig-
frequenten Signalverzerrungen und von Interferenzen durch Gradientensystem-Aktivitat
und Magnetfeld. Durch diese Filterung und mit Hilfe eines Verstarkers ergab sich ein
ausreichend grofRer QRS-Komplex; so konnte der Triggerpunkt auf den aufsteigenden
Schenkel der R-Zacke gesetzt und damit der Beginn der Datenaufnahme beliebig

festgelegt werden.

| ! . . n -

- \..oo«o o
- Sraseee o )

Abbildung 2.5: EKG- und Atmungs-Trigger-Einheit
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Zur gleichzeitigen Atmungs-Triggerung der ausgepragten Schnappatmung wurde ein
Druck-Sensor zur Registrierung der Atmungs-bedingten Thoraxdehnung (siehe
Abbildung 2.6) auf dem Mause-Thorax befestigt (siehe auch Kapitel 2.1.3); diese
Dehnung fiihrte zu einer im EKG ableitbaren Potentialdnderung. Diese Registrierung

diente gleichsam dem Monitoring der Atemfrequenz und somit der Narkosetiefe.

Abbildung 2.6: Druck-Sensor zur Atmungs-Registrierung

Durch Implementation eines zweiten Trigger-Levels auf den aufsteigenden Schenkel
der Atem-Zacke — deren Amplitude ist groier als die der R-Zacke und somit eindeutig
abgrenzbar — konnte man so fiir die Dauer der Atembewegung eine Ausblendzeit
(,,delay*) generieren, wihrend derer keine MR-Datenakquisition stattfand; dies geschah
etwa alle 10 bis 15 Herzschlége und dauerte etwa 1,5 bis 2 EKG-Zyklen an.

Somit erhielt man eine kombinierte EKG- und Atmungs-Triggerung, die kardiale und
respiratorische Bewegungsartefakte unterdriickte und damit zur Erhéhung der SNR und
so zur Optimierung der Bildqualitat wesentlich beitrug??? *. Bei relativer Konstanz des
RR-Intervalls lieR sich somit der erwartete Verlauf des Herzzyklus vorhersagen
(,,prospektives Gating®). Abbildung 2.7 verdeutlicht das Prinzip der kombinierten EKG-

und Atmungs-Triggerung nochmals:
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BES iration amplified and filtered ECG signal

breath trigger level

trigger enable from spectometer

delay duration ECG trigger enable

ECG trigger pulses (to specirometer)
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Abbildung 2.7: Prinzip der kombinierten EKG- und Atmungs-Triggerung

2.1.6 MR-System-Hardware

Die in vivo MR-Bildgebung wurde an einem 7,05 Tesla (entsprechend 300 MHz fir
Protonen-Darstellung) MR-Experimental-Scanner  Bruker Biospec 70/20 mit
horizontaler Bohrung (Bruker, Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt (siehe Abbildung
2.8); eine solche Feldstarke sowie eine horizontale Bohrung des Scanners wird fur

Maus-Bildgebung empfohlen®’.
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 Kiihlsystem

Kemspintomograph

Offaung fiir Gradientensystem,
Spule und Probe

Hohenverstellbarer Meftisch

Abbildung 2.8: Kernspintomograph Bruker Biospec 70/20

Das Magnetsystem des Tomographen wurde mit Helium (LHe) zur Supraleitung
gekuhlt, welches wiederum durch eine Kuhlung durch flissigen Stickstoff (LN2)
vorgekihlt wurde.

Dieser Magnet war mit einem speziellen Mikroskopie-Gradienten-System G060
(Bruker, Karlsruhe, Deutschland) mit einer Offnung von 60mm ausgestattet (siehe
Abbildung 2.9); dieses bot mit einer maximalen Gradientenstarke von 870 mT/m und
einer Anstiegszeit von 280 us (bei 100%igem Umschalten des Gradienten) die
erforderlichen Qualitaten fiir die hohen Anforderungen, die sich aus der geringen GroRe
des zu untersuchendem Objektes, der hohen Herzfrequenz und der erwiinschten Bild-

Qualitét ergaben.
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Abbildung 2.9: Mikroskopie-Gradientensystem Bruker G060

Zur Entsendung der 90°-Hochfrequenz-Pulse und zum Empfang der emittierten
Informationen (engl.: Radiofrequency (RF) transmission and reception) wurde eine im
Eigenbau des Instituts entstandene kurze 8-beinige Spule vom Typ Birdcage mit einem
Innendurchmesser von 35 mm genutzt, die in Quadratur betrieben wurde (siehe
Abbildung 2.10). Das kurze Design der Spule ermdglichte eine hohe Fullungsdichte und
Sensitivitdt im Isozentrum der Spule. Dies wurde zusatzlich unterstitzt durch ein
Anpassungsnetzwerk, das eine Transformation der eigentlichen Spulenimpedanz von
50Q bewirkte; deshalb wurde nach Einbringer der Maus in die Spule manuell ,,getuned*
und ,,gematched*: Durch optimale Abstimmung auf 50 Q wurde keine Leistung beim

Ubergang von Spule auf angeschlossene Koaxialkabel reflektiert und das SNR nicht

beeintrachtigt.

Abbildung 2.10: Transmitter-Spule; Eigenbau des Physikalischen Instituts der Universitat
Wirzburg
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Durch Einbringen der Maus in den Tomographen entstanden weiterhin bedeutende
Inhomogenitaten im Magnetfeld; aus diesem Grund wurde zu deren Korrektur, nach
Uberprifung der korrekten Lage der Maus beziglich Herz und GefaRe durch MR-
Scout-Bilder, eine sog. Shim-Einheit verwendet, deren Shim-Spulen definierte
Feldgradienten entlang der Raumrichtungen erzeugten. Durch Anwendung der
entsprechenden Shim-Feldgradienten wurden die Inhomogenitaten manuell korrigiert.
Der Vorgang von Narkose-Einleitung bis zum ersten Scout-Bild betrug durchschnittlich
5 — 10 Minuten.

2.1.7 MR-Pulssequenzen

Eine "Pulssequenz" ist bei der MR-Datenakquisition definiert als eine spezifische
Variation in der Amplitude, der Dauer und des Zeitpunktes der Radiofrequenz- und
Gradientenpuls-Einstrahlung. Verschiedene Pulssequenzen unterscheiden sich so z.B. in
der Akquisitions-Zeit, Verhaltnis von Kontrast oder Artefakt und Signal-to-Noise-Ratio
(SNR)*,

Aufbauend auf Vorarbeiten von Frank Wiesmann et al. kamen in dieser Dissertation
FLASH-Cine-Pulssequenzen zum Einsatz, die im Folgenden kurz erlautert werden soll:
Ein 3D-segmentiertes FLASH-Cine kam zum Einsatz zum Aufsuchen der gewiinschten
Bildebenen und zur Messung der Compliance der Aorta ascendens, descendens und
abdominalis (siehe Abbildung 2.11). Dies ist eine im Institut der Physik an der
Universitat Wirzburg entwickelte, auf dem Prinzip des Gradientenechos basierende
flat-low-angle-shot-(FLASH)-Sequenz>® %, die nicht so zeitaufwendig ist wie eine
normale Spin-Echo-Sequenz, da der Exzitations-Winkel (,,flip angle®) weniger als 90°
betrégt (5 — 60°) und somit nicht die gesamte Longitudinal-Magnetisierung in Anspruch
genommen wird. Somit kommen wesentlich kiirzere TR-Werte zum Zuge. Dies eignet
sich auch hervorragend fur die Generierung der Pilot-Bilder zur Planung der
Bildebenen. Die Compliance-Messungen wurden mit einer Cine-Multislice-Sequenz
(,,mCine*) durchgefuhrt, das heil3t, es wurden zeitlich versetzt mehrere Bilder Uber
einen Herzzyklus (z.B. m = 12) aufgenommen, wobei je ein Phasenschritt jedes Bildes
pro Herzzyklus aufgenommen wird. So wurde in n Herzzyklen (n = Anzahl der
Phasenschritte fur ein Bild, z.B. 256) die Bildinformation fur alle m Bilder fir eine

Cine-Darstellung einer Schicht aufgezeichnet. Zur Vermeidung von Bildartefakten
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aufgrund des Blutflusses wurde in die Pulsfolge eine so genannte Flusskompensation
eingebaut; dies ist eine Folge von Gradientenpulsen, die daflr sorgt, dass die Phase der
Signale von gleichférmig bewegten Kernspins sich zum Zeitpunkt der Datenaufnahme
nicht von der Phase der stationdren Kernspins unterscheidet. Somit konnte man
anschlieRend wie einen Film die Bewegungen der Aorta in einer Ebene im zeitlichen
Verlauf Uber Systole und Diastole betrachten, was auch in der manuellen Auswertung
bei der Quantifizierung im Verlauf von maximaler zu minimaler Querschnittsflache
wesentlich ist. Das Lumen der Aorta kommt mit der Cine-Sequenz sehr prominent zur

Visualisierung, da hier ungesattigte Spins die Bildebene durchqueren, daher auch die

Bezeichnung ,,Bright Blood Imaging*.

- Ascending aorta
(,Windkessel" function)
- Proximal descending aorta

- Proximal abdominal aorta

Abbildung 2.11: Schema der Schnittebenen in der Aorta fiir Compliance-Messungen

Folgende Bild-Parameter kamen zum Einsatz:

TR/TE = 4,3/1,4 ms; Field of View (FOV) = 3,0 x 3,0 cm?; MatrixgroRe = 256 x 256;
hieraus resultierende Pixel-GroRe = (FOV / Matrix)? = (30 mm / 256)° = 0,0117 mm?;
Schichtdicke = 1,0 mm. Aus diesen Werten resultiert eine Bild-Auflésung von 0,0137
mm?>.

9 — 12 Frames pro Herzzyklus (je nach Herzfrequenz), Number of Average Experiments
(NAE) = 4-5 (je nach Herzfrequenz, zur Erhéhung der SNR). Eine FLASH-Cine-

Messung dauerte ca. 4 — 5 Minuten.
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2.1.8 Mess-Protokoll: Planung der Aufnahmeschichten und Datenakquisition

Zur Planung und Bildgebung der gewiinschten aufzusuchenden Schichten {iber ,,Scout-
Bilder* (Pilot Scans) wurden FLASH-Cine-Bilder (siehe Kapitel 2.1.7) EKG- und
Atmungs-getriggert durchgefihrt; hierzu wurde ein selbst erarbeitetes Mess-Protokoll
genutzt, das ein schnelles Auffinden der Schichten ermdglichte und Fehlerquellen
reduzieren sollte.

Um die gewinschte Bild-Ebene zur Planung der Aufnahmeschichten aufzufinden,
wurde zun&chst ein Scout-Bild des Herz-Ventrikels (dieser ist leicht auffindbar)
generiert. Durch sukzessive koronare und transversale Schichten kam man so zu einer
Ubersicht des Aortenbogens (siehe Abbildung 2.12), von der aus sich die gewiinschten

Bildebenen fir die Datenakquisition leicht identifizieren lie3en.

Aortenbogen

Arteria pulmonalis = “Landmark”

Aorta ascendens

Aorta descendens

Abbildung 2.12: Ubersicht tiber Aortenbogen mit Arteria pulmonalis

Um Wiederauffindbarkeit der gewiinschten Strukturen zu garantieren, orientierte man

sich beim Legen der Bildebenen an einer so genannten anatomischen ,,Landmark®, der
Acrteria pulmonalis (siehe Abbildung 2.12). So legte man nun eine transversale Schicht
durch die Mitte der Arteria pulmonalis und erhielt daraufhin eine Darstellung mit zwei

Anschnitten der Aorta, die die Arteria pulmonalis flankieren (siehe Abbildung 2.13):

Aorta ascendens
Arteria pulmonalis

Aorta descendens

Abbildung 2.13: Transversal-Schnitt durch die Arteria pulmonalis
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Auf diesen nun erhaltenen Transversalschnitt legte man nun 10 mm weiter distal einen
Transversalschnitt, um einen ungefédhren Querschnitt fir die Aorta abdominalis zu
erzielen. Rechnerisch lief sich dies durchfiihren, indem man vom ,,Slice Offset™ des

Pulmonalis-Transversalschnittes den Wert 10 abzog und somit den erwiinschten Slice

Offset des Abdominalschnittes gewann. Ein Beispiel fur einen Abdominalis-Schnitt
zeigt Abbildung 2.14:

Aorta abdominalis

Abbildung 2.14: Transversalschnitt durch die Aorta abdominalis

Somit hatte man zu diesem Zeitpunkt des Messprotokolles zwei wichtige
Planungsschichten generiert: Ascendens- und Abdominalis-Querschnitt.

Nun wurden die Cine-Aufnahme von Aorta ascendens, descendens und abdominalis
durchgefihrt; eine Cine-Aufnahme dauerte 4-5 Minuten. Insgesamt dauerte eine solche
MR-Aufnahme mit Aufsuchen der richtigen Ebenen und Durchfuhrung der Cine-
Aufnahmen ca. 45-60 Minuten.

2.2 Quantitative Analyse der MR-Daten

Zur Auswertung wurden die erfassten MR-Daten auf CD-ROM gesichert. Zur Post-
Prozessierung am PC (Betriebssystem Windows 2000) mit einem 19-Zoll-Monitor kam
das Programm Interactive Data Language (IDL, Version 5.2.1, Research Systems Inc.,
Boulder, CO, USA, ©1999, http://www.ittvis.com/idl/; Nutzungslizenzen am Institut)
zum Einsatz. Die schichtweise Auswertung der zeitlichen Frames (,,Daten-

Segmentation®) wurde mit im Institut entwickelten Programm-Modulen durchgefiihrt.
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Diese Module ermdoglichten eine manuelle Bestimmung von Volumina und Flachen.
Aulerdem standen eine ausreichende VergrofRerung des Bildausschnittes und eine

Animation als Film zur Verfugung.

Bei der manuellen Auswertung ergaben sich zwei Arten von Schwierigkeiten der
korrekten Identifizierung des zu untersuchenden Geféfes:
- die korrekte Abgrenzung des zu untersuchenden GeféalRes von Nachbargefalien,
z.B. des Truncus pulmonalis
- sich Uberschneidende Grauwert-Bereiche unterschiedlicher Strukturen in
Nachbarschaft zum Gefal
Hierzu kamen zwei Verfahren der Schwellenwert-Segmentation zum Einsatz, die in der
Diplomarbeit von Jirgen KreR am Lehrstuhl fur Physik V der Universitat Wirzburg
beschrieben wurden®®;
- Medianfilter: Glattung der Datenwerte
- Verdnderung der unteren  Grauwertschranke (,lower  threshold®):
Regionenwachstum durch ,,Erosion* und ,,Dilatation*
Diese genannten Verfahren ermdglichten meist eine klare Abgrenzung von zu
untersuchendem GefaR von Nachbarstrukturen, wo dies zuvor ohne diese nicht mdglich
war. Insofern nach Anwendung dieser Operatoren immer noch Probleme in der klaren
Abgrenzung bestanden, wurde der mutmaRliche Lumenrand umfahren; dies war meist
nur an kurzen Abschnitten der Aorta ascendens in Nachbarschaft zum Truncus

pulmonalis notig.
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Abbildungen 2.15 und 2.16 zeigen exemplarisch das VVorgehen:

zoom out I zoomi.nl reset I interpolate |

Abbildung 2.15: Aorta ascendens ohne Medianfilter und ohne Schwellenwert-Segmentation

#] 3D Segmentation

ongznal data prelmunary result of segmentation

=

mterpolate

oo ot | mu:umi.nl resat | mterpolate | moom ot | mu:umi.nl resat

Abbildung 2.16: Aorta ascendens mit Medianfilter (links) und mit Schwellenwert-Segmentation
(rechts)
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Im nun erhaltenen Bild (siehe Abbildung 2.16 rechts) lieR sich ohne weiteres das weiRe
GefaBlumen manuell umfahren. Fir die Flachen-Auswertung der Cine-Bilder zur
Messung der Gefalsteifigkeit vor und nach Sport wurde auf diese beschriebene Art
Schicht fur Schicht von allen wéhrend Systole und Diastole akquirierten Aufnahmen
das Lumen der Aorta (jeweils fur Aorta ascendens, descendens und abdominalis)
manuell umfahren; pro Schicht dauerte dies nach Eintibung ca. 15 Minuten, bei 11-12
Schichten pro GeféaRschnitt.

Das Programm gab daraufhin die Anzahl der im Lumen enthaltenen Pixel aus, hieraus
konnte man — mit Hilfe der bekannten GroRen Field of View (FOV) und Matrix — den
absoluten Wert der Flache des Gefalllumens ermitteln (Anzahl der Pixel x PixelgréRe
[0,0117 mm?]). Die Daten wurden in Microsoft-Excel-Tabellen (ibertragen, die
automatisch Minimum- und Maximum-Werte fiir die LumengroRe bestimmten —
entsprechend minimalem und maximalem GeféaBquerschnitt wahrend Systole und

Diastole.

2.3  Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten kamen die Programme Microsoft
Excel 2003 (Microsoft Corp., Redmond, Washington, USA) und OpenStat??® zum
Einsatz.

Alle Zahlenangaben werden im Ergebnisteil sofern nicht anders angegeben als
arithmetische Mittelwerte (MEAN) mit der dazugehérigen Standardabweichung sowie

dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.
Auf eine detailliertere statistische Auswertung mit Angabe von Signifikanzniveau etc.

wurde aufgrund der geringen Stichproben-GrolRe (Maus-Gruppen jeweils n = 6-9)

verzichtet.
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3  Ergebnisse

Von den 18 untersuchten ApoE”-Mausen iiberlebten jeweils drei Mause in beiden
Gruppen die Untersuchungen nicht. Zwei ApoE™-Mause mit Western Type Diet (WTD)
wiesen Lahmungserscheinungen in den Beinen auf, die es ihnen nicht erlaubten,
selbstandig Wasser und Futter zu sich zu nehmen; daher wurden sie durch
Hyperextension im Nacken unter Isofluran-Narkose euthanasiert. Es bleibt zu
spekulieren, ob diese Lahmungen Ausdruck eines zerebralen Ereignisses waren im
Sinne einer Apoplexie bei zugrunde liegender ausgeprégter Hyperlipidamie. Vier
ApoE™"-Mause verstarben wahrend der MR-Messungen aus ungeklarten Griinden. Von
den verbliebenen 12 Méusen hatten drei Méuse durch permanentes Kratzen der Haut
schwere Erosionen im Fell. Bei den Referenzméusen kam es zu keinen ungewohnlichen
Ereignissen. Diese Beobachtungen zeigen, dass die ApoE™-Mause teilweise schwer

krank waren.

3.1 Maus-Daten — Physiologische Parameter

In diesem Abschnitt sollen zunéchst die physiologischen Daten der untersuchten Mause
zum Untersuchungs-Zeitpunkt dargestellt werden, sowie fiir die ApoE™-Mause die

Ergebnisse des Laufrad-Trainings.
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3.1.1 Wildtyp-Referenz-Mause

Alter Gewicht Herzfrequenz

Maus .
(Wochen) (9) (/min)
WT 1 22 23 395
WT 2 22 23 459
WT 3 22 25 529
WT 4 22 27 338
WT5 22 22 450
WT 6 22 22 455
WT 7 22 23 438
WT 8 22 22 435
WT 9 22 26 385
Mittelwert

220 23,7+ 0,59 432 £ 18,6

+ SEM

Tabelle 3.1: Ubersicht tiber die neun untersuchten Wildtyp-Méause
Aus oben genannten Daten (siehe Tabelle 3.1) folgt, dass es sich bei der Gruppe der

Wildtyp-Referenz-Méduse um eine sehr homogene Studien-Population handelte ohne

signifikante Unterschiede in Alter, Gewicht oder Herzfrequenz.
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3.1.2 ApoE"-WTD

) ) Herz- Herz-
Gewicht | Gewicht | Zuruck-
Lauf- Frequenz | Frequenz | Laufzeit
Alter vor nach gelegte
Maus Dauer vor nach pro Tag
(Wochen) Sport Sport ) Strecke
(d) Sport Sport (h:min)
(9) (9) . : (km)
(/min) (/min)
ApoE -
36 44 29 27 417 536 5:37 200,2
WTD #1
ApoE —
36 44 34 32 550 550 5:48 191,8
WTD # 2
ApoE -
36 44 33 30 525 525 6:05 184,4
WTD #3
ApoE —
36 42 27 25 540 407 3:04 57,5
WTD #4
ApoE —
36 44 30 29 561 508 4:03 110,1
WTD #5
ApoE —
36 42 40 33 396 526 4:24 79,8
WTD # 6
Mittelwert 36 43,3 32,2 29,3 498 508 137,3
+ SEM +0 +042 | +£1,72 +1,12 + 27,00 +19,31 123,31

Tabelle 3.2: Physiologische Daten fiir sechs Apo™ E-Mé&use ohne WTD

Aus oben genannten Daten (siehe Tabelle 3.2) folgt, dass die Gruppe der ApoE™-Mause
ohne WTD in Bezug auf Alter, Laufdauer, Gewicht und Herzfrequenz vor und nach
Sport relativ homogen ist. GrolRere Inhomogenitaten lieBen sich feststellen fir die
Parameter Laufzeit pro Tag und zuriickgelegte Laufstrecke. Zwei der Mause, #4 und #6,

wurden daher als ,,Schldfer eingestuft, im Gegensatz zu den {ibrigen ,,Laufern®.
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3.1.3 ApoE” +WTD

_ _ Herz- Herz-
Gewicht | Gewicht | Zuruck-
Lauf- Frequenz | Frequenz | Laufzeit
Alter vor nach gelegte
Maus Dauer vor nach pro Tag
(Wochen) Sport Sport ) Strecke
(d) Sport Sport (h:min)
(9) (9) . : (km)
(/min) (/min)
ApoE +
36 44 45 38 424 480 5:23 137,8
WTD #1
ApoE +
36 44 50 38 438 462 6:29 168,2
WTD # 2
ApoE +
36 42 47 33 468 536 0:28 2,0
WTD #3
ApoE +
32 30 42 27 523 501 0:38 3,6
WTD #4
ApoE +
32 30 34 30 492 540 5:51 153,0
WTD #5
ApoE +
32 30 40 30 550 384 5:37 146,1
WTD # 6
Mittelwert 34 36,7 45,3 38,2 482 484 101,8
+ SEM £082 | +2,74| £3,36 +2,22 +18,18 + 20,35 + 28,82

Tabelle 3.3: Physiologische Daten fiir sechs Apo™” E-Mause mit WTD

Wie aus Tabelle 3.3 ersichtlich ist, ist die Gruppe der ApoE"'-Mause mit WTD nicht

ganz einheitlich, was die Parameter Alter und Laufdauer angeht. Dies erklart sich durch

eine unvergesehene Nichtverfugbarkeit des Biospec-MR-Tomographen, weshalb Méuse

#4 — #6 bereits nach 30 Tagen Sport gemessen werden mussten.

Ebenso wie in der Gruppe der ApoE™”-Mause ohne WTD finden sich Inhomogenitaten

in Bezug auf Laufdauer und zuriickgelegte Strecke; die ApoE™”-Mause mit WTD #3 und

#4 sind nur 2,0 bzw. 3,6 km gelaufen wahrend 42 bzw. 30 Tagen. Sie wurden daher als

LwSchlafer eingestuft, im Gegensatz zu den ,,Laufern®.
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3.2 MR-Cine-Elastizitats-Messungen

3.2.1 Variabilitat der Auswertungen

Anfangs sollen in diesem Kapitel die Ergebnisse der Untersuchungen zur Glite der
Auswertungs-Methode dargestellt werden, bevor spater die Ergebnisse fur die
Untersuchungen vor Sport und nach Sport aufgezeigt werden.

In einem ersten Schritt wurde die Streubreite fir mehrfache Untersuchungen durch den
Autor bestimmt (Intra-Observer-Variabilitat, siehe Kap. 3.2.1), dann im néchsten Schritt
fir Untersuchungen durch einen anderen Auswerter verglichen mit denen durch den
Autor (Inter-Observer-Variabilitat, siehe Kap. 3.2.2).

3.211 Intra-Observer-Variabilitat

Um die Glltigkeit der individuellen Auswertungen eines gegebenen Datensatzes durch
einen einzelnen (Intra) Untersucher (Observer) nachzuweisen, wurde alle 12 Frames
einer MR-Cine-Aufnahme der Aorta ascendens einer Wildtyp-Maus zehnmal
ausgewertet — mit der Fragestellung nach der Streubreite der bestimmten Maximal- und

Minimal-Werte der Aorten-Elastizitét (siehe Abbildung 3.1 und Tabelle 3.4).

Intra-Observer-Variabilitat

130

120 0———_¢,___q¢___d_—¢———_.~——~—~¢——¢~———‘h“—+—h__
110 -+
1':“:] n [ ] L » ] » 1l ] ] ]
90 -

B4 bt

704

Anzahl der Pixel

&0

—+— Maxima 121 | 120 | 118 | 121 | 120 | 122 | 122 | 123 | 121 | 117
s— Mittelwerte | 98,5 [ 99,5 | 99 | 100 | 99,5 | 100 |100,5(|101,5(101,5| 99
— — Minima 76 | 79 | 80 ™| 7™ | 78| 7T | 80 (82 | 81

Nummer der Auswertung #1 - #10

Abbildung 3.1: Ergebnisse der zehnfachen Flachen-Auswertung eines Schnittes durch den Autor
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Aus diesen Werten ergeben sich folgende Ergebnisse fir die jeweilige Spanne,
Mittelwert und Standardabweichung und -fehler der Maximal- und Minimalwerte (siehe
Tabelle 3.4):

Minimal-Werte Maximal-Werte
Spanne 76 - 82 117 - 123
Mittelwert 79,3 120,5
Standardabweichung 1,69 1,75
Standardfehler 0,56 0,58

Tabelle 3.4: Statistische Auswertung der Intra-Observer-Variabilitat (Angabe in Anzahl der Pixel)

Aus in Tabelle 3.4 genannten Daten lassen sich nun die tatsachlichen Flachen-Werte

errechnen mit der in Kap. 2.2 beschriebenen Methode: Anzahl der bestimmten Pixel

multipliziert mit der GréRe eines Pixels = 0,0117 mm? (siehe Tabelle 3.5):

Minimal-Werte

Maximal-Werte

Spanne 0,889 — 0,959 1,369 — 1,439
Mittelwert 0,928 1,410
Standardabweichung 0,02 0,02
Standardfehler 0,007 0,007

Tabelle 3.5: Statistische Auswertung der Intra-Observer-Variabilitit (Angabe in Flache in mm?)

Insgesamt zeigt diese Auswertung zur Intra-Observer-Variabilitdt, dass bei

Untersuchung durch einen geubten Auswerter die Ergebnisse sehr eng beieinander
liegen und somit bei kleinem Standardfehler ein hohes MaR an Ubereinstimmung

(,,agreement*) vorliegt.
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3.2.1.2 Inter-Observer-Variabilitat (Objektivitat)

Fur die Fragestellung, inwieweit die Auswertungs-Ergebnisse zwischen zwel
verschiedenen Untersuchern differieren, wertete die Ehefrau des Autors, Frau Katrin
Offenberger, als Zweit-Auswerterin nach Einlibung denselben Schnitt aus wie in Kap.
3.2.1 genannt (siehe Abbildung 3.2 und Tabelle 3.6):

Inter-Observer-Variabilitat
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% 1204 * '\\’//0/’ — 1 | ———1
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s Reihe2| 98,5 | 103 | 95 99 1995 | 99 ([101,5(103,5| 98,5 | 99,5
—— Reihe3| 74 84 75 79 77 78 80 81 76 80

Nummer der Auswertung #1 - #10

Abbildung 3.2: Ergebnisse der zehnfachen Flachen-Auswertung eines Schnittes durch Zweit-
Auswerterin

Minimal-Werte Maximal-Werte
Spanne 74 - 84 115-126
Mittelwert 79 120,5
Standardabweichung 2,87 2,83
Standardfehler 0,96 0,94

Tabelle 3.6: Statistische Auswertung der Inter-Observer-Variabilitat (Angabe in Anzahl der Pixel)

Diese Daten zeigen, dass die Zweit-Auswerterin eine geringfligig groRere Spanne fir
Minimal- und Maximal-Werte der Aorten-Dehnung tber den Herzzyklus ermittelte als
der Autor.
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Es liegt somit eine gute Inter-Observer-Variabilitat der beobachteten Aorten-Dehnung

Vor.

3.2.2 Ergebnisse der gemessenen Mause

Im Folgenden werden die Ergebnisse nicht in Pixel ausgedruckt wie in Kapitel 3.2.1,

sondern in der tatsdchlichen Flache; diese errechnet sich aus der in Kap. 2.2

beschriebenen Methode: Anzahl der bestimmten Pixel multipliziert mit der GroRe eines
Pixels = 0,0117 mm?,

3221 Referenzmause

Aorta ascendens Aorta abdominalis
Maus

Maximum | Minimum | Maximum | Minimum

WT 1 1,427 0,931 1,100 0,702
WT 2 1,509 0,866 0,924 0,550
WT 3 1,708 1,100 1,030 0,702
WT 4 0,983 0,655 0,983 0,655
WT 5 1,427 1,018 0,959 0,597
WT 6 1,041 0,725 1,041 0,725
WT 7 1,100 0,632 1,100 0,632
WT 8 1,802 1,287 0,913 0,620
WT 9 1,474 0,983 0,878 0,620

Tabelle 3.7: Maximal- und Minimal-Flachen-Werte fir Aorta ascendens und Aorta abdominalis der

Wildtyp-Mause in mm?,

Aorta ascendens Aorta abdominalis
Maximum Minimum Maximum Minimum
Mittelwert 1,386 0,909 0,992 0,645
Standardabweichung 0,272 0,204 0,076 0,054
Standardfehler 0,086 0,064 0,024 0,017

Tabelle 3.8: Statistische Auswertung von Tabelle 3.7
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Cine-Flachen-Bestimmungen Refenzméause
A.ascendens

1,8
1,6
14 ]
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B Minimum
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02+

Flache in mm?

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Maus #1 - #9

Abbildung 3.3: Maximal- und Minimal-Flachen-Werte fir Aorta ascendens der Wildtyp-Mause in

2

mm-.
Cine-Flachen-Bestimmungen Refenzmause
A.abdominalis

2
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Abbildung 3.4: Maximal- und Minimal-Flachen-Werte fiir Aorta abdominalis der Wildtyp-Mause

in mm?.
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3.2.2.2 ApoE”-Mause ohne Western Type Diet

3.2221 Aorta ascendens

Mas A. ascendens A. ascendens A. ascendens
Vor Sport 1. Mal Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Maximum | Minimum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum
#1 1,812 1,510 1,744 1,497 2,595 1,854
#2 2,362 1,799 2,265 1,840 3,408 3,007
#3 1,400 1,043 1,497 1,126 2,142 1,606
#4 2,993 2,499 2,815 2,403 2,924 2,375
#5 1,936 1,346 1,908 1,469 2,815 2,307
#6 2,554 2,018 2,554 1,991 2,636 1,977

Tabelle 3.9: Maximal- und Minimal-Flachen-Werte fur Aorta ascendens der ApoE™-Mause ohne

WTD vor Sport und nach Sport in mmZ.

A. ascendens A. ascendens A. ascendens
Vor Sport 1. Mal | Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Max. Min. Max. Min. Max. Min.

Mittelwert 2,176 1,703 2,130 1,721 2,753 2,188

Standard-
) 0,522 0,473 0,459 0,412 0,382 0,450
Abweichung

Standard-
Fehler

0,213 0,193 0,188 0,168 0,156 0,184

Tabelle 3.10: Statistische Auswertung von Tabelle 3.9
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Cine-Flachenbestimmungen A.ascendens der ApoE-
Mause ohne WTD - Maximal-Werte
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Abbildung 3.5: Maximal-Flachen-Werte fiir Aorta ascendens der ApoE”-Mause ohne WTD in mm?

zweimal vor Sport und einmal nach Sport gemessen.

Cine-Flachenbestimmungen A.ascendens der ApoE-
Mause ohne WTD - Minimal-Werte
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Abbildung 3.6: Minimal-Flachen-Werte fiir Aorta ascendens der ApoE™-Méause ohne WTD in mm?

zweimal vor Sport und einmal nach Sport gemessen.
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3.2222 Aorta abdominalis
A. abdominalis A. abdominalis A. abdominalis
Maus Vor Sport 1. Mal Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Maximum | Minimum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum
#1 Nicht Nicht Nicht Nicht 1,126 0,865
#2 Nicht Nicht 1,455 1,140 1,510 1,167
#3 1,112 0,824 Nicht Nicht 1,167 0,920
#4 Nicht Nicht Nicht Nicht 1,908 1,304
#5 Nicht Nicht Nicht Nicht 1,304 1,016
#6 Nicht Nicht Nicht Nicht 1,606 1,291

Tabelle 3.11: Maximal- und Minimal-Werte fiir Aorta abdominalis der ApoE™-Méause ohne WTD
vor Sport und nach Sport in mm?. Nicht = diese Messung wurde nicht durchgefiihrt oder lieB sich nicht

auswerten.
A. abdominalis A. abdominalis A. abdominalis
Vor Sport 1. Mal Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Maximu | Minimu | Maximu | Minimu | Maximu | Minimu
m m m m m m
Mittelwert 1,112 0,824 1,455 1,140 1,437 1,094
Standard-
Abweichun ns ns ns ns 0,272 0,172
g
Standard-
Eehler ns ns ns ns 0,111 0,070

Tabelle 3.12: Statistische Auswertung von Tabelle 3.11. ns = nicht signifikant, da Messungen nicht

durchgefihrt wurden.
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Cine-Flachenbestimmungen A.abdominalis der
ApoE-Mause ohne WTD - Nach Sport

3,5
N 3
E 2,5
c 2 8 Maximum
2 15 | ] B Minimum
€ 14 I
< D

0 . . T T T
1 2 3 4 5 6
Mause #1 - #6

Abbildung 3.7: Maximal- und Minimal-Flachen-Werte fiir Aorta abdominalis der ApoE”-Mause

ohne WTD in mm? nach Sport gemessen.

3223 ApoE"-Mause mit Western Type Diet

3.2231 Aorta ascendens

Maus A. ascendens A. ascendens A. ascendens
Vor Sport 1. Mal Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Maximum | Minimum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum
#1 2,650 2,087 2,650 2,183 2,677 2,211
#2 2,471 1,977 2,554 2,032 2,897 2,471
#3 2,526 1,991 2,609 2,060 2,677 2,142
#4 2,156 1,661 Nicht Nicht 2,554 2,087
#5 2,691 2,197 Nicht Nicht 2,924 2,128
#6 2,444 2,032 Nicht Nicht 2,677 2,224

Tabelle 3.13: Maximal- und Minimal-Werte fiir Aorta ascendens der ApoE™-Méause mit WTD vor
Sport und nach Sport in mm? Nicht = diese Messung wurde nicht durchgefiihrt.
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A. ascendens A. ascendens A. ascendens

Vor Sport 1. Mal Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Maximum | Minimum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum
Mittelwert 2,490 1,991 2,604 2,092 2,735 2,211
Standard-
) 1,246 0,164 0,039 0,066 0,132 0,126

Abweichung
Standard-

0,509 0,067 0,023 0,038 0,054 0,051
Fehler

Tabelle 3.14: Statistische Auswertung von Tabelle 3.13

Cine-Flachenbestimmungen A.ascendens der

ApoE-Mause mit WTD - Maximal-Werte

Flache in mm?
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Abbildung 3.8: Maximal-Flachen-Werte fiir Aorta ascendens der ApoE™-Mause mit WTD in mm?

zweimal vor Sport und einmal nach Sport gemessen.
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Cine-Flachenbestimmungen A.ascendens der
ApoE-Méause mit WTD - Minimal-Werte
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Abbildung 3.9: Minimal-Flachen-Werte fir Aorta ascendens der ApoE”-Mause mit WTD in mm?
zweimal vor Sport und einmal nach Sport gemessen.

3.2.23.2 Aorta abdominalis

Maus A. abdominalis A. abdominalis A. abdominalis
Vor Sport 1. Mal Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Maximum | Minimum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum
#1 1,634 1,195 1,703 1,291 2,018 1,469
#2 Nicht Nicht Nicht Nicht 2,265 1,497
#3 1,373 1,112 Nicht Nicht 1,304 1,181
#4 1,634 1,112 Nicht Nicht 2,018 1,661
#5 1,579 1,071 Nicht Nicht 1,757 1,359
#6 1,428 1,208 Nicht Nicht 1,785 1,332

Tabelle 3.15: Maximal- und Minimal-Werte fiir Aorta abdominalis der ApoE”-Mause mit WTD
vor Sport und nach Sport in mm?. Nicht = diese Messung wurde nicht durchgefiihrt oder lieB sich nicht

auswerten.
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A. abdominalis A. abdominalis A. abdominalis
Vor Sport 1. Mal Vor Sport 2. Mal Nach Sport
Maximum | Minimum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum
Mittelwert 1,530 1,140 1,703 1,291 1,858 1,416
Standard-
) 0,579 0,427 ns ns 0,300 0,150

Abweichung
Standard-

0,259 0,191 ns ns 0,122 0,061
Fehler

Tabelle 3.16: Statistische Auswertung von Tabelle 3.15. ns = nicht signifikant, da Messungen nicht

durchgefiihrt wurden.

ApoE-Méause mit WTD - Maximalwerte

Cine-Flachenbestimmungen A.abdominalis der

Flache in mm?

O Vor Sport #1
B Vor Sport #2
O Nach Sport

Mause #1 - #6

Abbildung 3.10: Maximal-Flachen-Werte fiir Aorta abdominalis der ApoE”-Mause mit WTD in

mm? zweimal vor Sport und einmal nach Sport gemessen.
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Cine-Flachenbestimmungen A.abdominalis der
ApoE-Mause mit WTD - Minimal-Werte
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Abbildung 3.11: Minimal-Flachen-Werte fir Aorta abdominalis der ApoE”-Mause mit WTD in

mm? zweimal vor Sport und einmal nach Sport gemessen.

3.2.2.4 Vergleich der Flachen-Zunahme der Maus-Gruppen

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse der gemessenen Elastizitats-Zunahme durch
Sport fur Aorta ascendens und abdominalis graphisch gegeniberstellend dargestellt
werden.

Die Maximal- und Minimal-Werte flr die bestimmten Flachenwerte tber Systole und
Diastole wurden voneinander abgezogen, um ein Mall fir die Vergleichbarkeit

zwischen den Gruppen zu erzielen.
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p-Mause: Flachen-Differenz A.ascendens und A.abdominalis
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Abbildung 3.12: Errechnete Flachen-Differenz Gber Systole und Diastole fiir Aorta ascendens
(Reihe 1) und Aorta abdominalis (Reihe 2) bei Wildtyp-Mausen
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B Reihe 1

0,563

0,357

0,494

0,59

O Reihe 2

0,425

0,371

0,412

0,439

B Reihe 3

0,401

0,536

0,549

0,508

ApoE-/--Maus ohne WTD #1 - 6

Abbildung 3.13: Errechnete Flachen-Differenz Giber Systole und Diastole fur Aorta ascendens bei
ApoE”-Mausen ohne WTD. Reihe 1 = 1. Messung vor Sport, Reihe 2 = 2. Messung vor Sport, Reihe 3
= Messung nach Sport.
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---Mause ohne WTD: Flachen-Differenz A.abdominalis

0,8 1
0,6 1
Flachen-Differenz
in mm2 0,4
0,2 1

O.

M Reihel

4
0

O Reihe2

0

B Reihe3 | O,

0,343

0,604

ApoOE-/--Maus #1 - 6

Abbildung 3.14: Errechnete Flachen-Differenz Gber Systole und Diastole fir Aorta abdominalis bei
ApoE™-Mausen ohne WTD. Reihe 1 = 1. Messung vor Sport, Reihe 2 = 2. Messung vor Sport, Reihe 3

= Messung nach Sport.

0E-/--Mause mit WTD: Flachendifferenz A.ascendens

0,8 -

0,7 1

0,6 1

0,5

in mm2 0,4 1

Flachen-Differenz

2

3
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0,494

0,535

O Reihe2 | 0,467

0,522

0,549

B Reihe3 | 0,466

0,426

0,535

0,467

0,796

ApOE-/--Maus mit WTD # 1 - 6

Abbildung 3.15: Errechnete Flachen-Differenz Uber Systole und Diastole fiir Aorta ascendens bei
ApoE”-Mausen mit WTD. Reihe 1 = 1. Messung vor Sport, Reihe 2 = 2. Messung vor Sport, Reihe 3 =

Messung nach Sport.
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Flachen-Differenz

-[--Mause mit WTD: Flachen-Differenz A.abdominalis

0,8 1

0,6 1

in mm2 0,41
0,21

0.

E Reihel

0,261

B Reihe2

0

B Reihe3

0,768

0,123

0,357

ApoE-/--Maus mit WTD #

Abbildung 3.16: Errechnete Flachen-Differenz tber Systole und Diastole fiir Aorta abdominalis bei
ApoE”-Mausen mit WTD. Reihe 1 = 1. Messung vor Sport, Reihe 2 = 2. Messung vor Sport, Reihe 3 =

Messung nach Sport.
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4 Diskussion

Der Autor fuhrte im Februar 2008 eine systematische Literatursuche in den Internet-
Datenbanken PubMed?’ und HighWire??® durch, um fiir diese Diskussion wesentliche
Artikel zu finden. Bis November 2008 wurden vereinzelt weitere Artikel eingearbeitet.
Hierbei wurden folgende Englisch-sprachigen Schlagworter, einzeln oder in
Kombination, verwendet: Atherosclerosis, imaging of atherosclerosis, regression,
mouse models of atherosclerosis, MRI, magnetic resonance imaging, Cine, FLASH,
distensibility, compliance, aorta, ascending aorta, abdominal aorta, aortic strain, mice,
ApoE, western type diet, physical activity, exercise.

Aus den erhaltenen Suchergebnissen und in deren Literatur-Angaben wurden manuell
Artikel auf ihre Relevanz untersucht und in diese Diskussion eingebracht.

Die Struktur dieser Diskussion folgt im Wesentlichen der von Docherty et al.

vorgeschlagenen Vorgehensweise??.

4.1 Wesentliche Ergebnisse

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass es mdoglich ist, mittels hochaufgeldster Cine-MR-
Tomographie mit Herz- und Atmungs-Triggerung bei ApoE”-Mausen Verbesserungs-
Tendenzen der GeféaR-Elastizitat der Aorta ascendens und abdominalis durch Laufrad-
Training nachzuweisen.

Die Ergebnisse waren fiir ApoE”-Mause ohne atherogene Diat wesentlich konsistenter
als fir ApoE”-Mause mit WTD, wo die Ergebnisse teilweise widerspriichlich
erscheinen. Dasselbe gilt fir die Aorta abdominalis, die sich zudem in vielen MR-
Untersuchungen nicht auswerten liel3, was zu nicht interpretierbaren Ergebnissen fuhrte.
Insgesamt allerdings erscheinen die Ergebnisse kritisch betrachtet nicht signifikant und

zeigen allenfalls Tendenzen, die in folgenden Studien bestétigt werden missten.
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4.2  Starken und Schwaéche dieser Studie und Vergleich mit anderen
Studien

4.2.1 Das Tiermodell der ApoE™-Maus

Die ApoE™”-Maus vom Stamm C57/BI6 ist heute unumstritten das wichtigste und am

173,230 Als in-vivo-

haufigsten eingesetzte Tiermodell in der Atherosklerose-Forschung
Modell ermdglicht sie Einblicke in komplexe (patho-)physiologische Entwicklungen
und deren Dynamik.

Sie entwickelt spontan - das heilt selbst ohne Zusatz einer Lipid-reichen Diat -
atherosklerotische Lasionen des Aortenbogens (vergleiche Kapitel 1.4)% ", Diese ahneln
in Morphologie und Lokalisation atherosklerotischen Lasionen beim Menschen. Mause
vom Stamm C57/BI6 sind hinreichend sensitiv genug unter Lipid-reicher Didt
atherosklerotische L&sionen zu entwickeln, was bei anderen Maus-Stdmmen selbst unter

Lipid-reicher Diat nicht der Fall ist" >,

Fiittert man nun der ApoE”-Maus eine Lipid-reiche Diit (,,Western Type Diet* =
WTD), beschleunigt sich der Prozess der Atherosklerose-Entwicklung. Unter WTD sind
bei ApoE™-Mausen bereits ab dem Alter von acht Wochen atherosklerotische Lésionen
zu beobachten; mit zunehmendem Alter wachsen diese in ihrer GroRe an®. Meir et al.”
beschreiben, dass bei ApoE”-Mausen im Alter von 32 Wochen unter WTD bereits

Kalzifizierungen der GefaRwand zu beobachten sind.

Dieses Mausmodell war Grundlage einer ganzen Reihe von Studien von diatetischen®*°,

1042 ynd chirurgischen®® ** 22 |nterventionen auf die

genetischen® °, pharmakologischen
Atherosklerose-Entwicklung™ (vgl. auch Kapitel 4.2.2).

Aus diesem Grunde entschied man sich auch in dieser Studie fiir die mannliche ApoE™-
Maus vom Stamm C57/BI6, ein etabliertes und hinreichend charakterisiertes in-vivo-

Modell, zu dem eine Vielzahl an verdffentlichter Literatur vorliegt.
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In unserer Studie betrug das Alter der ApoE™-Mause ohne WTD (also auf Standard-
Futter) 36 Wochen, das Alter der ApoE"‘-Méuse mit WTD (n=6) flr drei Mdause 36
Wochen, fir drei Mduse 32 Wochen. Dies bedeutet, dass man bei den Maus-
Populationen dieser Studie durchaus vom Vorliegen von komplexen, fortgeschrittenen

Atherosklerose-Lasionen (AHA-Stadium 111-1V) ausgehen kann.

4211 Diat

Getz et al. weisen auf die grof3e Bedeutung der im Studien-Design benutzten Sorte von
Lipid-reicher Diat hin*°. Generell bedarf es zur Promotion von atherosklerotischen
Lasionen der Induktion einer persistierenden Hypercholesterindmie mit Spiegeln
>300mg/dl. Unter atherogener Diat vom Western Type kommt es bei ApoE”-Mausen
zu Gesamt-Cholesterin-Spiegeln von 1300-2000 mg/dl, hierbei v.a. vom Typ VLDL
und IDL**2. Zum Vergleich betragen bei Wildtyp-Tieren unter normaler Diat die
Gesamt-Cholesterin-Spiegel 85-100 mg/dl™ 2%,

Man entschied sich somit fiir die etablierte ,,Western Type Diet” vom Hersteller Harlan
Teklad, da diese die am haufigsten eingesetzte Diadt zur zuverlassigen Induktion
fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen bei ApoE™”-Mausen darstellt?*’. Auch der

Zusatz von Casein bei dieser WTD beschleunigt die Atherosklerose-Progression®*,

So wichtig und extensiv studiert das ApoE™-Mausmodell auch ist, scheint es dennoch
nicht den Ansprichen an ein ideales Modell der menschlichen Atherosklerose zu
genligen — hier ist oft eine Erhéhung von LDL beteiligt, im Gegensatz zur ApoE"'-
Maus, wo der Lipid-Metabolismus nicht ganz exakt dem des Menschen gleicht.

Diesbeziiglich kénnten die kiirzlich beschrieben LDL-Rezeptor’”-Maus (,,LDLr"™),
kombinierte ApoE™/ LDL-""- oder ApoE”/IL-6"-Maus (,,double knock-outs“) wichtige

neue Kenntnisse erdffnen” 2% 2%,

Weitere in der neueren Literatur®® 2

genannte, komplexere Maus-Modelle zur
Erforschung der Atherosklerose stellen Mduse wie die ApoE*3-Leiden (E3L) transgene
(tg) Maus, LDLr"/ApoB-editing enzyme apobec-1-"-Maus, LDLr-"/apoB100 tg Maus,

sowie die ApoE”/Mx1-Cre-Maus dar.

63



Eine detaillierte Ubersicht tiber Mausmodelle speziell zur Erforschung vaskularer
Parameter findet sich bei Faraci et al.?®*, zur Erforschung kardialer Erkrankungen bei

Chien et al**8,

4212 Narkose

Weshalb entschied man sich in dieser Studie fir eine inhalative Isofluran-Narkose

215 quf die

wahrend der MR-Untersuchung? Lorenz et al. weisen in ihrer Ubersichtsarbeit
gunstigen Einflusse dieser Narkose-Form auf physiologische Parameter bei der Maus
hin. Im Gegensatz zu anderen Narkose-Mitteln (wie z.B. Ketamin als Injektion) weist
das inhalative Anésthetikum Isofluran eine Reihe von wichtigen Charakteristika auf:
Minimale kardiodepressive  Effekte, keine Minderung der sympathischen
vasomotorischen Aktivitat sowie schnelles An- und Abfluten. Hierunter kommt es laut
Lorenz et al. zu arteriellen Blutdriicken von 90-100 mmHg. Auch Rao weist in seiner
Arbeit auf die glinstigen Effekte von Isofluran auf das kardiovaskulare System hin®'3,
Aufgrund der minimalen Beeinflussung v.a. des arteriellen Blutdruckes und des
schnellen An- und Abflut-Verhaltens, was bei den teils doch schwer kranken Mé&usen zu
bevorzugen war, entschied man sich somit fur eine inhalative Anasthesie mit Isofluran

(siehe auch Kapitel 2.1.3).

4213 Hamodynamik des Aortenbogens

Zur Hamodynamik der ApoE”-Maus ist es wichtig anzumerken, dass 85% der
Volumen-Compliance im thorakalen Aorten-Abschnitt stattfindet verglichen mit der
Aorta abdominalis®®. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung dieser Studie,
wo sich zeigt dass die Differenz von maximaler Querschnittsflache zwischen Systole
und Diastole im Bereich der Aorta ascendens durchgehend wesentlich héher ist als im
Bereich der Aorta abdominalis (siehe Abbildungen 3.12 bis 3.16). Hartley et al.
bestatigen die theoretische Annahme, dass als Konsequenz einer Atherosklerose die
GefaBwand-Elastizitat bei der ApoE”-Mausen abnimmt, durch Doppler-Sonographie-
Untersuchungen. Sie konnten weiterhin zeigen, dass sich ApoE”-Mause von Wildtyp-

Méusen hinsichtlich Herzfrequenz und arteriellem Blutdruck nicht wesentlich
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unterschieden, aber dass Unterschiede in Bezug auf Gewicht, Aortenklappen-Velocity
und Puls-Wellen-Geschwindigkeit bestehen?®,

Auf die Durchfuhrung von arteriellen Blutdruckmessungen wurde in unserer Studie
verzichtet, da dies ohne invasive Methoden nicht zuverlassig ist™*> *°. Bei der ohnehin
nur geringen Anzahl an Mé&usen pro Versuchsgruppe hatte dies nur eine weitere
Reduktion der Teilnehmer-Anzahl zur Folge gehabt.

Dies stellt einen der wichtigsten Nachteile dieser Untersuchungsmethodik dar.
Ublicherweise wird in Studien zur GefaR-Compliance oder der Steifigkeit der arterielle
Blutdruck gemessen; auch wird meist die Puls-Wellen-Geschwindigkeit bestimmt. Das
Studiendesign erlaubte die Bestimmung dieser Parameter nicht, sodass sich streng
genommen nur Riickschliisse auf die ,,Gefd3-Elastizitat (,,strain“) schlieBen lassen —
angegeben in Flachendnderungen in mm2 — , nicht jedoch auf etablierte (patho-)
physiologische Parameter zur Charakterisierung der Gefalwand wie die vaskuldre

Compliance*®

(mehr hierzu siehe in Kapitel 4.2.3).

In den meisten Atherosklerose-Studien am ApoE™-Mausmodell fokussiert man sich auf
den Aortenbogen. Dort kommt es als Prédilektionsstelle in der Regel zu den am
frihesten zu beobachtenden atherosklerotischen Ladsionen — mit steigendem Alter
verteilen sich diese dann in Anzahl und Lasions-Volumen (ber das gesamte arterielle
GefaRsystem (vergleiche auch Abbildung 1.7) ® #*'. Diese Prozesse sind wesentlich
beeinflusst von regionalen Unterschieden hd&modynamischer Faktoren, z.B. entstehen
Lé&sionen bevorzugt an Stellen mit geringen Scherkraften (z.B. an der Curvatura minor)
% Meir et al. schranken allerdings ein, dass selbst bei ApoE’-Mausen gleicher
Abstammung eine betréchtliche ,,mouse-to-mouse variability in lesion area® bestiinde;
diese Variabilitat scheint unter einer hoch-fetthaltigen Diét sogar noch anzusteigen”.
Nakashima et al. berichten, dass, wenngleich die atherosklerotischen Ldsionen von
ApoE"-Mausen mit und ohne Western Type Diet prinzipiell gleich lokalisiert sind, dass
diese Lasionen unter Western Type Diet doch deutlich fortgeschrittener waren, zu
einem friheren Zeitpunkt auftraten, und Lipid-reicher erschienen als unter normaler

Diat®. Dies ist ein moglicher weiterer Nachteil dieses Studiendesigns: man wollte zwar
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ApoE”-Mause gleichen Alters vergleichen, aber gemaR Nakashima ist hierbei wohl
aufgrund der unterschiedlichen Didt — Western Type Diet versus normales Futter — mit
unterschiedlich fortgeschrittenen Lasionen zu rechnen®. Dies konnte Verzerrungen
hinsichtlich der zu beobachtenden und zu vergleichenden GefaR-Elastizitat hervorrufen.
Tangirala et al. beobachteten einen Trend zu groReren Lésionen bei mannlichen ApoE™
-Mausen verglichen mit weiblichen der ApoE™-Mausen gleichen Alters®*; in unserer
Studie wurden nur mannliche Tiere eingesetzt, um Geschlechts-spezifische
Unterschiede auszuschliel3en.

Andere Autoren®t 2%

empfehlen die Arteria brachiocephalica (engl. ,,innominate
artery*) als ein besseres Modell fiir atherosklerotische Lésionen, da es an dieser
Lokalisation zu deutlich fortgeschritteneren Lé&sionen kame als im Aortenbogen,
insbesondere auch zu Plaque-Rupturen. Nur diese komplexeren L&sionen seien auch

klinisch relevant.

Warum hat man sich in dieser Studie dennoch fiir den Aortenbogen entschieden?

Zum Einen ist der Aortenbogen mittels MR-Bildgebung sehr schnell aufzufinden — ein
Kriterium, was bei ohnehin langen MR-Messzeiten nicht auRer Acht zu lassen ist. Uber
den Scout identifiziert man schnell den Aortenbogen und Arteria pulmonalis, als
nachster Schritt lassen sich sodann Aorta ascendens und descendens Uber eine Schicht
durch Arteria pulmonalis geschnitten auffinden. Dies dauert in der Regel fiinf bis zehn
Minuten. Auch die Aorta abdominalis l&sst sich (iber diese hierdurch generierte Schicht
problemlos darstellen.

Zum Anderen erforderte das Studien-Design mit Messungen zu drei Zeitpunkten eine
hohe Zuverlassigkeit der Wiederauffindbarkeit von voruntersuchten Lokalisationen.
Dies konnte in dieser Studie gewéhrleistet werden, indem man die Arteria pulmonalis
als ,,Landmarke” nutzte und sich zu jedem Messzeitpunkt erneut an dieser als

mal3geblicher Schicht orientierte.
Die stark atherosklerotisch veranderte Aorta ascendens der ApoE”-Maus ahnelt im

Querschnitt eher einer Kleeblatt-Form als der Kreis-Form, wie Bentzon et al.*

berichten; daher wurden im Ergebnis-Teil nur Flachen-Werte dargestellt, nicht Gefal-

66



Durchmesser oder —Radien. Weiterhin wird in der Arbeit von Bentzon et al. betont, dass
mit zunehmender Atherosklerose des Aortenbogens bei ApoE™”-Mausen im Alter von 6
Monaten ein kompensatorisches expansives Gefall-Remodelling zu beobachten ist,
wohingegen dieser Effekt bei Wildtyp-Méusen im gleichen Alter fehlt. Mit
fortschreitendem Alter kam es sogar zu einer Uberkompensation mit signifikant
groReren Lumen-Flachen trotz Zunahme von Plaque-Volumina®. Diese Beobachtung
lasst sich auch in dieser Dissertation bestatigen (vgl. hierzu Kap. 4.2.3).

Als Kklinisches Korrelat hierzu konnten Danias et al. zeigen, dass sich bei jungen
Klinisch gesunden adipdsen Méannern eine grofiere maximale Querschnitts-Flache der
Aorta ascendens und abdominalis und verminderte Aorten-Elastizitat fand verglichen

mit den Werten von schlanken gleichaltrigen Mannern®®,

4.2.2 Mechanismen der Atherosklerose-Regression, insbesondere durch
korperliches Training und Studien am Mausmodell zur Atherosklerose-

Regression

4221 Einfihrung und Definition von Atherosklerose-Regression

Die wesentliche Fragestellung in dieser Dissertation lautet, ob sich bei ApoE”-Mausen
durch Sport eine Verminderung der GeféaRsteifigkeit, also erhéhte vaskuldre Elastizitat
der Aorta ascendens und abdominalis nachweisen lasst.

GefaBsteifigkeit korreliert positiv, wie wir aus einer Vielzahl von Studien wissen, mit
der Anzahl kardiovaskuldrer Risikofaktoren und dem Ausmal} atherosklerotischer

Lasionen® 43 244, 245

. Unter klinischen Aspekten ist bedeutsam, dass arterielle
Gefalisteifigkeit, z.B. mittels MRI der Carotiden oder Aorta dargestellt, mit friher und
asymptomatischer regionaler myokardialer Dysfunktion sowie mit generalisierter und

koronarer Atherosklerose assoziiert ist***,

Es ist zundchst notwendig, die Frage nach der prinzipiellen Mdglichkeit der Regression

einer etablierten Atherosklerose zu stellen — dieser Prozess wird ja hdufig als progressiv

und irreversibel angesehen®®,
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Regression von Atherosklerose ist definiert**

als eine Verringerung einer etablierten
atherosklerotischen L&sion in Dicke und Grélie bis hin zum vdlligen Verschwinden
einer Lé&sion; der Begriff beinhaltet auch eine Modifizierung von Zell- und Matrix-
Komponenten der GefalBwand, was positive Verdnderungen hinsichtlich Plaque-
Stabilitat, Oberflachen-Integritat, vasomotorischen Tonus und GeféaRfunktion zur Folge
hat.

Seit den 1920er Jahren konnten zahlreiche Studien am Tiermodell (v.a. Mause®,

2%0. 5L nachweisen, dass atherosklerotische

Kaninchen®, Affen*) sowie am Menschen
Lasionen durchaus einer positiven und negativen Dynamik unterliegen und sich auch
zurlickbilden kdénnen — sogar im Plaque-Stadium (aber allenfalls geringgradig); dies
allerdings nur unter giinstigen metabolischen Voraussetzungen, das hei3t zumeist durch
intensive Modifikation von kardiovaskuldren Risikofaktoren wie z.B. durch Lipid-

233, 250, 252258 £ st wohl eine LDL-Cholesterin-Reduktion von

senkende Maflnahmen
mindestens 40% oder mehr fiir eine Regression notwendig?®. Stand friiher zumeist eine
LDL-Cholesterin-Senkung durch Statine im Vordergrund®®, so riicken in letzter Zeit
immer haufiger MaBnahmen zur HDL-Cholesterin-Steigerung in den Fokus® 2. Die
kirzlich publizierten ILLUSTRATE- und ILLUMINATE-Studien sind allerdings ein
spektakulares Beispiel fiir ein Versagen einer solchen Strategie''? %% 262

Der Nachweis einer Atherosklerose-Regression wurde in diesen Studien durch
histologische, biochemische oder bildgebende Methoden wie Sonographie, CT oder

MRI (siehe Kapitel 4.2.3) erbracht®®,

4.2.2.2 Beschreibung von Interventionen & molekulare Mechanismen der

Atherosklerose-Regression

In den Studien zur Moglichkeit und den Mechanismen einer Regression von
Atherosklerose wurde eine Vielzahl an Therapieansatzen verfolgt, speziell an der
ApoE”-Maus z.B. durch Nahrungs-Modifikation (,,Didt*)** ** 253 Pharmazeutika (hier

vor a”em Statine)34, 233, 237, 255, 264—266’ Gen_-l-ransfer257_27o

oder durch Transplantation
atherosklerotischer Aorten-Segmente von ApoE"'-Méusen auf Wildtyp-Méause vom

Typ C57/Bl6 212:2%8,
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Diese Studien ertffneten eine Reihe von wertvollen Einsichten in die molekularen
Ablaufe, die einer Regression von Atherosklerose zugrunde liegen:

Unter der Voraussetzung eines gunstigen metabolischen Milieus kommt es zu
komplexen Interaktionen der atherosklerotischen L&sion mit Immunsystem, nukleéren
Hormonrezeptoren und der Inflammations-Kaskade 3% 230 253 271274 - peajspielsweise
fihrt dies zu einem verringerten Zuriickhalten von apoB-Lipoproteinen innerhalb der
Arterienwand, Freisetzung von Cholesterin und anderen toxischen Lipiden aus Plaques,
Emigration von Schaumzellen aus der Arterienwand in Lymphknoten und Umwandlung
in dendritische Zellen, Einwandern von gesunden Phagozyten zum Abbau
nekrotischer/apoptotischer Ablagerungen und anderer Plaques-Kompenenten sowie eine
Steigerung des reversen Lipid-Transports aus Atheromen in die Leber. Auch die
Présenz des apoE-Gens scheint hierbei teilweise einen ganz entscheidenden Einfluss

auszutiben?®®

. Wahrend der Regression kommt es auch zu einer Up-Regulation von
Genen, welche die Cholesterin-Freisetzung aus Schaumzellen steuern, z.B. ATP-
binding cassette transporter A-1. Trogan et al.>’? konnten kiirzlich im in-vivo-Modell
zeigen, welche entscheidende Rolle hierbei die Induktion und das kontinuierliche
Einwirken der Chemokin-Rezeptor CCR7 spielt sowie sein komplexes Zusammenspiel
mit nukledren Rezeptoren wie z.B. LXRa, ABCA1 und SR-B1; auch eine Down-
Regulation von inflammatorischen Faktoren wie VCAM-1 und MCP-1 wurde

beobachtet. Bengtsson et al.?”

stellten mit fortschreitender Regression eine vermehrte
Einlagerung von Elastin- und Kollagen-Fasern fest, vermittelt durch ein Remodelling

der extrazelluldren Matrix mittels des Protease-Inhibitors Cystatin C.

4.2.2.3 Rolle von Sport auf Atherosklerose-Regression

Auch korperliche Bewegung ist natlrlich ein wichtiger Bestandteil eines modernen
multimodalen Praventions- und Behandlungs-Konzeptes der Atherosklerose und wird
von zahlreichen Fachgesellschaften empfohlen®® 225 Dies ist die Rationale hinter

dieser Dissertation — Sport als einer der Schliisselfaktoren (,,exercise hypothesis*®

) zur
maoglichen (teilweisen) Regression einer bereits etablierten Atherosklerose.
Korperliche Inaktivitat ist jedoch in Europa (und anderen Landern mit westlichem

Lebensstil sowie zunehmend in Entwicklungsldndern) weit verbreitet: So zeigte die
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Eurobarometer-Umfrage, dass im Jahr 2005 40% der Erwachsenen in der Europdischen
Union keine gemaRigte Aktivitat in der vergangenen Woche durchgefihrt hatten, 16%
keine Lauf-Phasen flr mindestens 10 Minuten getétigt hatten, und 66% mehr als vier
Stunden tdglich sitzend verbracht hatten. Nur 18% berichteten Uber geméaRigtes

korperliches Training im AusmaR, wie es die WHO empfiehlt*®.

Trotz einer Vielzahl von Studien (iber die positiven Wirkungen'’® von kérperlichem
Training auf das kardiovaskuldre System und mdgliche Regression von Atherosklerose
sind die genauen Mechanismen allerdings noch sehr unvollstandig verstanden®!
auch Kapitel 4.2.2).

GemaR einer Theorie von Booth et al.?®? wurde das menschliche Genom wihrend einer

(siehe

Zeit obligatorischer korperlicher Aktivitdt selektiert (,,Jdger und Sammler®),
wohingegen sich der heutige westliche Lebensstil durch liberwiegend bewegungsarmes
Verhalten auszeichnet. Dies fiihre zu einer gestorten Zell-Homdostase und Gen-
Expression, was sich durch regelméBiges, tagliches korperliches Training wieder in
Richtung physiologischer Verhdltnisse verschieben lasse, also auch bezlglich einer

Verminderung klinischer Ereignisse (siehe auch Abbildung 4.1).

The burden of inflammation

*Morbidity
*Obesity
*Smoking
*Infections

*High fat intake -

*Injury

*Physical activity

Abbildung 4.1: Pro-inflammatorische Faktoren und Bewegung als anti-inflammatorischer Faktor
Aus: Bruunsgaard ”’

Nachgewiesen beim Menschen ist, dass Training den Blutdruck und das Kérpergewicht
senkt, das Lipid-Profil und die Insulin-Sensitivitdt bessert, den Blutfluss in den

Koronarien steigert und positive Verdnderungen hdmostatischer und inflammatorischer

70



Parameter sowie langfristig strukturelle Anderungen der GefiBwand (,.arterielles
Remodelling®) bewirkt®® 2%,

Auch konnte in Studien nachgewiesen werden, dass das AusmaR von GeféaRsteifigkeit —
wie der Autor in dieser Arbeit fir ApoE”-Mause mittels MRI nachweisen wollte —

285 2% Green weist in seiner exzellenten

durch Training reduziert werden kann
Ubersichtsarbeit”® darauf hin, dass eine Besserung von Kkardiovaskuldren
Risikofaktoren fiir diese positiven Trainings-assoziierten Effekte nicht essentiell ist.
Wie all dies auf molekularer Ebene vonstatten geht, ist noch weitgehend unbekannt'’®.
Wir wissen aber, dass bei bestehender Atherosklerose die Stickstoff-Monoxid (NO)-
abhangige Vasodilatation deutlich vermindert oder gar abwesend ist. Unter
korperlichem Training hingegen kommt es zu einer erhéhten Aktivitat der endothelialen
NO-Synthase (eNOS), welche NO aus der Aminosdure L-Arginin synthetisiert; NO ist
ein labiles, fliissigkeitslosliches Gas®’. Der physiologische Stimulus fiir eine erhohte
NO-Produktion ist wohl ein akut erhdhter Blutdurchstrom durch das GefaRlumen®®,
wobei NO einerseits iiber Vasodilatation Scherkrafte an der GefaRwand normalisiert®®*,
und andererseits anti-inflammatorische und anti-thrombotische Eigenschaften besitzt,
z.B. durch Inhibition der Leukozyten- u. Pléttchen-Adhésion und —Aggregation®®.
Auch der vaskulére oxidative Stress (Sauerstoff-Radikale) reduziert sich NO-
abhangig®®*. Laminare Scherkrafte erhdhen die eNOS-Aktivitat dosisabhangig, wahrend
sie durch oszillatorische Scherkrafte herabreguliert werden kann®.

Man nimmt weiterhin an, dass sich hierdurch die endotheliale Dysfunktion bessert
(,,Up-Regulation*) und ladngerfristig durch funktionelle Adaptation auch strukturelle
Anderungen (,arterial remodelling) ergeben, wie z.B. ein Anstieg des GefiR-
Kalibers®® (siehe Abbildung 4.2).

Der exakte Mechanismus dieses Remodelling ist weitgehend undefiniert, jedoch gibt es
zahlreiche Belege fiir die wichtige Rolle von NO*.
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y
Endothelium

I Duration of training ﬁ

Abbildung 4.2: Zeitliche Effekte von Stickstoff-Monoxid (NO) auf die GefalBwand:

Im untrainierten GefaR (links) bewirkt eine basale Sekretion von NO eine Vasodilatation zur Regulation
der Wand-Scherkréfte. Mittelfristig wird das NO-Dilator-System hochreguliert. L&ngerfristiges Training
(rechts) hat strukturelle Adaptation zur Folge, mdglicherweise zum Teil durch NO-vermitteltes
Remodeling; dies bewirkt eine chronische Erhohung des Gefafkalibers, die Scherkrifte ,,strukturell
normalisiert®. NO sinkt wieder auf Baseline-Niveau ab.

Aus: Green et al.**

AuRerdem erhéht Training — partiell NO-abhangig — die Produktion und die Anzahl von
zirkulierenden, aus dem Knochenmark abstammenden Endothelialen Vorlaufer-Zellen
(EPCs) im Mausmodell und bei Menschen; von diesen Zellen nimmt man anti-
atherogene Effekte durch Inhibition von Neointima-Bildung und Angiogenese-
Induktion an*3% 292.2%3

Seit kurzem ist bekannt, dass durch Skelettmuskel-Kontraktionen bei kdorperlicher
Aktivitdt Myokine und Adipo(zyto)kine freigesetzt werden, die die Zytokin-Produktion
in anderen Geweben und Organen modifizieren und somit anti-inflammatorische
Effekte (z.B. Uber Interleukin-6) bewirken; diese Effekte kommen wohl durch eine

Umkehr einer endothelialen Dysfunktion zustande’” 2% 2%,
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Auch die Enzyme Superoxid-Dismutase und Ham-Oxygenase-1 sowie eine erhohte
Freisetzung von Prostazyklinen sollen positive vaskulare Effekte bewirken?%®%%°,
Cherkas et al. berichteten kirzlich, dass sie bei korperlich aktiven Menschen deutlich
ldngere Telomer-Langen in Leukozyten fanden als bei Inaktiven — quasi als Marker des
Alterungsprozesses®®.

Andere Autoren vertreten die Hypothese, dass das Immunsystem (Monozyten und T-
Lymphozyten) eine wichtige Rolle zum Schutz vor und Regression von

atherosklerotischen Lasionen spielt*’®.

4224 Aktuelle Studien im Tiermodell zu Sport und Atherosklerose-

Regression

Es liegen nicht sehr viele Studien an Tiermodellen vor zur Fragestellung, ob sich
Atherosklerose durch kérperliche Aktivitat bessern kann.

In einer frihen Studie von 1981, erschienen im New England Journal of Medicine,
konnten Kramsch et al. nachweisen, dass kdrperliches Training bei Affen einer
Koronare Herzkrankheit vorbeugen konnte oder deren Auftreten verzogerte®™.

Im Folgenden wurden Studien hierzu v.a. mit kleineren Tiermodellen wie Schweinen,
Hunden, Kaninchen, Meerschweinchen, Ratten und den oben beschriebenen

Mausmodellen der Atherosklerose durchgefiihrt®®.

Daniel Bernstein gibt in einer Ubersichtsarbeit aus 2003 einen ausfiihrlichen Einblick in
aktuelle Trainings-Methodiken bei Mausen und Anderung kardiovaskularer
physiologischer Parameter durch Training®®. Als Training wurde in den meisten
Studien Schwimm-Training®® oder Laufrad-Training (freiwillig oder kontrolliert
stimuliert) durchgefiihrt. Bernstein weist hierin auch auf die Bedeutung der gewéhlten
Trainings-Methode hin. Beim Laufrad-Training vergleicht man grundsatzlich ein
»freiwilliges Training®, wo sich im Tierkéfig ein Laufrad befindet und die Méuse nach
Belieben laufen, und ein ,,stimuliertes Training®, wo die Tiere z.B. sich an jedem Tag
fur eine gewisse Zeitdauer in einem geschlossen Rad befinden und eine vordefinierte
Distanz absolvieren — meist wird hier das Training durch Elektroschocks erzwungen.
Diese Methodik ermdglicht eine wesentlich verbesserte Vergleichbarkeit, da man fur

jeden Studienteilnehmer die gleiche Laufrad-Distanz vorgeben kann. Beim freiwilligen
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Training kann es somit zu betrachtlichen Unterschieden®® der gelaufenen Distanzen
kommen, wie es auch in dieser Studie der Fall war — man konnte ja ,,Schldfer (wenig
oder nicht gelaufen) von den ,Nicht-Schldfern” (sehr wviel gelaufen) deutlich
unterscheiden. Dies ist einer der groRen Nachteile der vorliegenden Studie, in welcher
ein Laufrad-Training eingesetzt wurde, da dieses mit deutlich weniger Aufwand und
kostenguinstiger implementierbar ist als ein stimuliertes Training.

In einer gerade erst im Fachmagazin Cell online veroffentlichten Studie berichten Evans
et al. Uber die verbliffende Mdglichkeit, die Leistungs- und Ausdauerfahigkeit bei
C57BI/6J-Méausen mittels oralen PPARB/3-Agonisten deutlich zu steigern — auch ohne
Training®. Méglicherweise konnte man so die Méuse zu einer deutlich gesteigerten
Laufdistanz motivieren und solchermallen erneut zusatzlich positive Effekte auf

Atherosklerose-Prozesse beobachten.

Welche Studien wurden am Mausmodell der Atherosklerose durchgefuhrt?

- Niebauer et al. konnten 1999 die teilweise Reversibilitét einer gestdrten aeroben
Kapazitat durch vierwdchiges, tagliches Laufrad-Training durch Elektroschock-
Stimulation an hypercholesterindmischen ApoE”-Mausen nachweisen®*.

- In einer weiteren Studie zeigte die Gruppe um Niebauer 2003, dass sich durch
12-wdchiges Laufrad-Training die pro-atherosklerotischen Effekte von Nitro-L-
Arginin, einen oralen NO-Synthase-Inhibitor, abschwéchen lassen®®. Die
Regression von Atherosklerose wurde histologisch bestatigt.

- Ramachandran et al. beobachteten 2004 eine fast 50%-ige Reduktion
atherosklerotischer Lasionen bei LDL-Rezeptor’”-Mausen durch dreimonatiges
Laufrad-Training (histologisch bestatigt)®*®. Schon 2001 hatte diese Gruppe
gezeigt’®, dass bei LDL-Rezeptor”-Mausen nach Training atherosklerotische
Lasionen um bis zu 40% abnahmen, begleitet von einem Anstieg der
endothelialen NO-Synthase und Katalase. Interessanterweise waren diese
Effekte durch Gabe von Vitamin E deutlich gemindert.

- Pynn et al. unterzogen 2004 19 Wochen alte ApoE”-Mause einem
sechswochigem Training auf einem motorisierten Laufrad; hierdurch zeigte sich
eine Up-Regulation der endothelialen NO-Synthase; des Weiteren konnten sie

nachweisen, dass nach Training eine deutlich verringerte Neointima-Bildung
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und Gefalllumen-Stenose nach Gefalwand-Verletzung sowie eine Stabilisierung
von vaskuléren atherosklerotischen L&sionen eintrat — unabh&ngig von
Veranderungen der Lipid-Konzentration, des Korpergewichts oder der
Gerinnungs-Antwort auf die GefaBwand-Lasion?".

- Der Deutsche Ulrich Laufs et al. zeigten 2005 fiir ApoE™-Mause die Bedeutung
der NADPH-Oxidase und von verringerter Bildung reaktiver Sauerstoff-
Radikale (weniger ,,oxidativer Stress®) bei den vaskuloprotektiven Effekten
eines sechswochigen Laufrad-Trainings®®%.

- Napoli et al. weisen in ihren Studien an LDL"-Mausen von 2004 und 2006 auf
die Mdoglichkeit hin, eine Regression von Atherosklerose bei 15-wochigem
Schwimm-Training durch zusétzliche Administration von Antioxidantien
(Vitamin E und C) und L-Arginin (,,metabolic intervention*) nochmals deutlich
zu unterstiitzen®*® 3,

- Im Jahr 2007 bestatigten Okabe und Shimada et al. immunhistochemisch die
Bedeutung des NO-Systems flr die Regression von Atherosklerose durch
achtwochiges Schwimm-Training bei ApoE”-Mausen®®®3%°,

- Pellegrin et al. demonstrierten im selben Jahr erneut bei ApoE”-Mausen mit
WTD eine deutliche Reduktion atherosklerotischer Lé&sionen in der
Aortenwurzel durch neunwdchiges Schwimm-Training; sie fanden hierunter
auch ein erhdhtes Ansprechen der GefaRwand-Elastizitat auf Acetylcholin,
welches eine erhdhte NO-Bioaktivitdt mediiert, sowie ein erhdhtes Ansprechen

von glatten GefaBmuskulatur auf zyklische Nukleotide wie cGMP ',

Studien mit der speziellen Fragestellung, ob sich bei Mausen mittels MRI positive
Auswirkungen durch korperliches Training flr das kardiovaskulare System nachweisen
lassen, fehlen bislang véllig — PubMed-Suchanfragen??’ Ende Februar 2008 und erneut
im November 2008 ergaben hier mit den Schlagwoértern ,,atherosclerosis & exercise &
mri & mice” kein Suchergebnis. Somit lasst sich diese vorliegende Dissertation nicht

ohne Weiteres mit &hnlichen Arbeiten vergleichen (siehe auch Kap. 4.2.3.6).
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4.2.3 Bildgebende Techniken der Atherosklerose-Entwicklung am Mausmodell
und Bedeutung der MR-Tomographie

4.2.3.1 EinfUhrung

Zahlreiche unterschiedliche Bildgebungstechniken fir die Darstellung der
Atherosklerose sind derzeit in Entwicklung und teils auch in Anwendung in der
klinischen Forschung bei Tiermodellen, darunter Optische Kohérenztomographie
(OCT),  Nahe-Infrarot-Spektroskopie, =~ Raman-Spektroskopie,  Szintigraphie®?,
Positronen-Emissions-Tomographie  (PET)*,  Single-Photon-Emissions-Computer-

315 etc!2, Eine sehr gute

Tomographie*®® **  Plaque-Thermographie und Elastographie
Einfiihrung in die Thematik gibt McVeigh®®®.

Derzeit gebrauchlich in der Praxis der Atherosklerose-Bildgebung, und v.a. der Plaque-
Darstellung (,,direct plaque imaging™) sind jedoch vor allem Sonographie,
Multidetektor-Computertomographie (MDCT)**" 38 und MRI®™® — letzteres hat sich als

die meistversprechende nicht-invasive Technik etabliert*® 32°.

4.2.3.2 Sonographie

Sonographie kann oberflachlich oder invasiv trans-dsophageal durchgefiihrt werden und
kann die Wandstarke der Arteria carotis oder der Aorta Uber Messung von Intima-
Media-Dicke bestimmen sowie qualitative und quantitative Aussagen uber Plaques
machen. So ist hochaufgeldste, real-time B-Mode Doppler-Sonographie derzeit Mittel

der Wahl fur die Darstellung von Carotis-Stenosen®?

322

, mit guter Vorhersagekraft des
Stenosegrades und Schlaganfall-Risiko®“. Die Intima-Media-Dicke ist ein haufig
bestimmter Surrogat-Parameter in aktuellen Studien zu Lipid-senkenden Therapien®?,

Aufgrund seiner physikalischen Prinzipien ist Ultraschall jedoch nur zuverlassig in der
Darstellung der duReren Gefallwandanteile und zeigt nicht an, ob einer Verdickung der
Wand eine Intima- oder Media-Infiltration und/oder Hypertrophie zugrunde liegt®**.
Dies gelingt zwar durch intravaskuldren Ultraschall®®, der aber invasiv ist. Durch
Ultraschall-Kontrastmittel lasst sich die Bildauflosung und Spezifitat steigern®?.
Hartley et al. beschreiben in ihrer Arbeit die Mdoglichkeit, arterielle GefaBwand-
Schwankungen mittels 20-MHz Doppler-Sonographie nicht-invasiv darzustellen mit

hoher Auflésungs-Prazision®”’.
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4.2.3.2 MRI

MRI eignet sich aufgrund seiner Eigenschaften sehr gut zur Darstellung der
Atherosklerose: sie ist nicht-invasiv, nicht ionisierend (im Gegensatz z.B. zur CT)*?®,
uneingeschréankt in der Ebenenauswahl, verfiigt Gber exzellenten Weichteilkontrast und
kann — im Gegensatz zu anderen Modalitaten — sehr hochauflésende Bilder von vielen
GeféBterritorien erzeugen; sie erlaubt somit eine Aussage Uber Anatomie, Funktion,
Metabolismus und Molekulare Mechanismen®?,

Mit Etablierung des ApoE”-Mausmodells wurde es méglich, bei hoher Feldstarke (7,0
— 9,4 T) atherosklerotische Plaques in vivo darzustellen. Eine erste bahnbrechende
Studie von Fayad et al. konnte bereits 1998 zeigen, dass MR-Mikroskopie bei ApoE™-
Mausen das Lumen und die Gefallwand mitsamt atherosklerotischen L&sionen der Aorta
abdominalis mit hoher raumlicher Auflésung darstellen kann — mit hoher Korrelation zu
histologischen Schnitten®®. Im Folgenden konnten Fayad et al., ebenso wie Wiesmann et
al. auch die Mdglichkeit der MR-Charakterisierung von Atherosklerose-Léasionen der

28,330 _ \wieder

Aorta thoracalis mittels EKG- und Atmungs-Triggerung nachweisen
zeigte der Vergleich mit histomorphometrischen Untersuchungen eine hohe Korrelation
zwischen MR-basierter in vivo Plaquequantifizierung und ex vivo Messungen®®. Spater
konnte dann zusétzlich eine Progression atherosklerotischer Lasionen dargestellt
werden?’, zuletzt auch als Plaque-Charakterisierung in vivo®® und ex vivo®!, was sich

als wichtiges Outcome in medikamentdsen Interventionsstudien erweisen konnte?.

Mittlerweile liegen einige MRI-Regressions-Studien vor, in denen eine Rickbildung
atherosklerotischer Ldsionen mittels verschiedener Interventionen beobachtet werden
konnte?®*. So konnten Corti et al. dank der Prazision und Wiederholbarkeit der Plaque-
Quantifizierung durch MRI anhand weniger Patienten eine Regression von
Atherosklerose der Karotis und Aorta durch Simvastatin-Gabe nachweisen'®. Zhao et
al. konnten in einer Case-Control-Studie auch Verdnderungen der Plaques-
Komponenten der Karotiden durch Lipid-senkende Therapie demonstrieren®*. Eugene
Trogan aus der Gruppe um Fayad zeigte mit seriellen MRI-Messungen 2004 eine
deutliche Regression von atherosklerotischen L&sionen aus den Aortenbdgen von

ApoE™"-Méusen, welche Wildtyp-Mausen implantiert wurden™ 3%,
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Die Darstellung von Koronararterien stellt derzeit noch eine grofl3e Herausforderung dar,
z.B. wegen Herz- und Atembeweglichkeit, hoher Signal-to-Noise Ratio und somit
geringer raumlicher Auflésung und der kleinen GefaBgroRe® 334, Zahi A. Fayad —
sicherlich einer der drei wichtigsten Forscher weltweit auf dem Gebiet der
Atherosklerose-Bildgebung mittels MRI — berichtet allerdings bereits im Jahr 2000 tber

erste erfolgreiche Versuche einer Koronararterien-Darstellung per MRI*®.

4.2.3.3 Arterielle Gefal3steifigkeit, GefalRfunktion und
Pulswellengeschwindigkeit

Arterielle Gefalsteifigkeit lasst sich prinzipiell durch indirekte und direkte Verfahren
bestimmten.

Indirekte Verfahren schlieBen tUber Messung der aortalen Pulswellengeschwindigkeit
(,,pulse wave velocity, PWV) auf die arterielle GefaBsteifigkeit zuriick®®; eine Reihe
von Studien beschreibt dies z.B. iiber Doppler-Sonographie-Messungen an der ApoE” -
Maus?*® %7 3% \Wang et al. konnten so z.B. zeigen, dass es mit steigendem Alter bei
ApoE”-Mausen zu einem Anstieg von GefaR-Steifigkeit der Aorta kommt, und
schlagen daher die PWV als nicht-invasiven Surrogat-Marker fiir Atherosklerose-
Progression vor*.

Auch die Messung von PWV mittels hochaufgeloster MRI stellt ein indirektes
Verfahren dar, aber ermdglicht eine hohe Genauigkeit und Reproduzierbarkeit von
quantitativen Flussmessungen aufgrund der freien Wahl von Bildebenen, die mit hoher
Prazision wieder aufgefunden werden konnen; auch Bewegungskomponenten der
Aortenwand koénnen durch Phasenkontrast-MRI dargestellt werden®®*. So fanden
Feintuch et al. in ihrer Arbeit**® deutliche Unterschiede der GefaReigenschaften des
Aortenbogens zwischen Mausen und Menschen; sie berichten, dass die Hamodynamik-
induzierten Volumenbelastungen bei Mdusen mit wesentlich geringeren Scherkraften
einhergehen als beim Menschen.

Mit MRI lassen sich ein indirektes Verfahren (Messung der PWV) und ein direktes
Verfahren durch Messung von GefdR-Flachendnderungen (,,strain®, wie in dieser
Dissertation gemessen) in einer Sitzung kombinieren und solchermalien Rickschliisse

auf die GefaBsteifigkeit ziehen®*. Ein klinisches Beispiel — eine der letzten
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Publikationen von Frank Wiesmann — stellt eine Arbeit dar, wo er mit Lee et al. mittels
MRI zeigen konnte, dass es bei 24 KHK-Patienten durch Statin-Therapie nach 3 bzw.
12 Monaten zu einer verbesserten Aorten-Distensibilitat kam>*.

Bei dieser direkten Quantifizierung von GefaRsteifigkeit, Blutfluss- und
Pulswellengeschwindigkeit entfallen die Nachteile von sonographischen Messungen,
welche Untersucher-abhangig und allgemein limitiert durch Winkelfehler beim Anloten
der Aorta an unterschiedlichen Messorten sind.

Das Gesagte unterstreicht die Bedeutung einer in-vivo-Methodik wie MRI, welche
einen klaren Vorteil fiir serielle Messungen von Gefal3funktion darstellt — jedoch wurde
der Einsatz von MRI zur Bestimmung der Gefdcompliance und

Pulswellengeschwindigkeit bisher an der ApoE”-Maus noch kaum beschrieben.

4234 Molekulares Imaging

Der Fokus aktueller Atherosklerose-Studien mittels MRI liegt eindeutig auf neuartigen
Entwicklungen, wo versucht wird, mit Hilfe von Nanotechnologie und
paramagnetischen Kontrastmitteln wie Eisen-Oxid-Nanopartikeln (,,magnetic iron oxide
nanoparticles“ = MNPs) oder Gadolinium-Chelaten (z.B. Gadofluorin) die an der
Atherosklerose-Entstehung beteiligten biologischen Prozesse auf molekularer Ebene per
MRI darzustellen, so genanntes ,,molecular imaging“*?® 3% 3%2. 343 Djes entspricht
einem in vivo Aquivalent zur Immunohistochemie, in situ Hybridisierung oder in situ
Zymographiezz' 329,38 Dieses zielgerichtete oder ,targeted imaging® versucht u.a. die
Darstellung von Plaque-Lipidgehalt, Thromben (z.B. Fibrin®** und Plattchen), Plaque-
Angiogenese (z.B. avﬁg-lntregin)345' 3¢ in  Entziindungsprozesse involvierten
endothelialen  Zell-Adhésions-Molekiilen”® (z.B. VCAM-1 und E-Selectin)**"3*,

352,353 extrazellularer Matrix®* *%°

Monozyten®™' und Makrophagen und Enzymen®®.
Selbst die zielgerichtete Applikation von Genen oder Medikamenten (,targeted
delivery*) kann - an kontrastgebende Nanopartikel und Antikorper gebunden -
verabfolgt werden®’. Derzeit befinden sich Scanner, die Magnetresonanz- und
Positronen-Emissions-Tomographie in einem Gerat vereinen, in Entwicklung — von
solch kombinierten Bildgebenden Methoden (,,Hybrid-Technologien) erhofft man sich

Verbesserungen in Diagnostik und Therapie kardiovaskularer Erkrankungen®®.
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4.2.3.5 EKG- und Atmungs-Triggerung

Die Aorta ascendens ist wahrend Herz- und Atemzyklus durch die kardiale und
pulmonale Volumenénderungen einer betrachtlichen Lageverschiebung unterworfen.
Daher kommt es ohne ein effektives Monitoring von Herzzyklus und Atem-
Bewegungen zu deutlichen Bewegungs-Artefakten (vgl. auch Kapitel 2.1.5). Eine Reihe
von Autoren beschrieben die groRe Bedeutung eines solchen dualen Monitorings von
Herz- und Atemzyklus fur die MR-Bildgebung der Aorta ascendens und die hiermit
deutlich verbesserte Bildgebung der Aorta ascendens®**!; so auch Frank Wiesmann in
seiner Arbeit?®, auf welcher diese Dissertation aufbaut; in dieser sowie in der
vorliegenden Dissertation kam eine von Eberhard Rommel vom Physikalischen Institut
der Universitat Wirzburg konzipierte Doppel-Trigger-EKG- und Atmungs-Monitoring-
Anlage zum Einsatz — diese erlaubt eine zuverldssige und vollstandige Unterdriickung

von Bewegungsartefakten®® 222,

4.2.3.6 Ergebnisse verglichen mit anderen Studien

Eine Veranderung der GefaB-Elastizitit bei ApoE’-Mausen durch spezielle
Interventionen — wie in dieser Dissertation beschrieben — wurde bislang in keinen
Studien erortert. Daher missen die Ergebnisse mit anderen, v.a. histomorphologischen
und Doppler-sonographischen Methoden verglichen werden.

In dieser Dissertation wurde fiir Wildtyp-Méause im Alter von 22 Wochen mittels Cine-
MRI eine durchschnittliche GefaRlumen-Flache A der Aorta ascendens von 0,909 mm?
als Minimalwert und 1,386 mm? als Maximalwert (iber Systole und Diastole ermittelt.

Dies deckt sich mit den histomorphologischen Ergebnissen von Bentzon et al., die fiir
Wildtyp-Mause im Alter von 6 Monaten Werte von 1,033 + 0,091 mm? berichten®.
Feintuch et al. ermittelten mittels MRI und Sonographie flr die aszendierende Aorta bei
C57/Bl6-Wildtyp-Mausen Gefalldurchmesser d von 1,3 mm; nimmt man einen Fl&chen-
Mittelwert aus den oben angegebenen systolischen und diastolischen Werten von 1,148

172

mm? resultiert hieraus nach der Formel d = 2 x (Flache / )" ein durchschnittlicher

Durchmesser von 1,21 mm:; fur die Minimal-Flachenwerte d = 1,08 mm, fiir Maximal-
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Flachenwerte d = 1,33 mm. Diese Werte decken sich also mit den von Feintuch et al.
berichteten Werten.

Fir die ApoE”-Mause fanden sich deutlich gréRere Flachen-Werte im Alter von 32-36
Wochen als fur Wildtyp-Mause im Alter von 22 Wochen. Dies diirfte sich durch das
zuvor erdrterte (vgl. Kap. 4.2.1) expansive Remodelling der GeféaRwand als Antwort auf
atherosklerotische Lasionen erkldren, wie Bentzon et al. es herausstreichen®. Dort
werden fiir ApoE”-Mause ohne atherogene Diét im Alter von 6 Monaten GefaRlumen-
Flachen von 1,150 + 0,150 mm? genannt, im Alter von 13 Monaten von 1,881 + 0,258
mm?.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden im Alter von 36 Wochen (= ca. 9 Monate) fur
ApoE"-Mause ohne WTD vor Sport Werte von 1,93 und 1,94 mm? ermittelt, nach
Sport 2,47 mm?; fiir ApoE”-Mause mit WTD im Alter von 32 bzw. 36 Wochen vor
Sport 2,241 und 2,348 mm?, nach Sport 2,47 mm? (vgl. hierfiir Tabellen 3.10 und 3.13).
Diese Werte liegen also Uber den von Bentzon berichteten Ergebnissen, was sich
dadurch erklaren konnte, dass bei Bentzons Arbeit keine atherogene Didt und somit
wohl weniger ausgepragte atherosklerotische L&sionen vorlagen, und in Folge dessen
auch ein weniger ausgeprégtes expansives Remodelling.

In dieser Dissertation findet sich eine gute Ubereinstimmung der zweifach vor Sport
erhobenen Maximal- und Minimal-Flachen von Aorta ascendens und abdominalis — es
liegt somit eine hohe Validitat bzgl. der Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten vor;
ebenso konnte der Autor eine geringe Intra- und Inter-Observer-Variabilitat nachweisen
(siehe Kapitel 3.2.1).

4.2.3.7 Limitationen der vorliegenden Studie

Eine Reihe von methodischen Méngeln schrankt die Aussagekraft dieser Dissertation
deutlich ein.

Zundachst fallt die geringe Fallzahl der Mé&use ins Auge, weshalb ein statistisches
Signifikanz-Niveau verfehlt wird. Faktoren wie zeitlicher Aufwand fiir Tierpflege und
Messung im MR-Tomographen sowie Kosten (eine ApoE”-Maus kostete mehr als 100
US-$) spielen hier eine Rolle. Auch die Untersuchungs-Dauer mit 42-44 bzw. 30 Tagen
Laufrad-Training ist unter Umsténden nicht ausreichend, um einen deutlicheren Effekt

auf GefaR-Elastizitats-Veranderungen erzielen zu kénnen.
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Das Laufrad-Training wurde aus Kosten- und Aufwandgrinden nicht standardisiert in
vordefinierten Laufdistanzen pro Maus und Tag durchgefiihrt — ein solches VVorgehen
hatte eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermdglicht.

Ein Maus-bedingter Faktor, der die Aussagekraft der Arbeit einschrankt, ist das geringe
Gefali-Kaliber der Maus und die in Absolutwerten betrachtet geringen physiologischen
Parameter des kardiovaskuldren Systems (vgl. Tabelle 1.1)**°. Dies kann zum Teil zu
Fehlern der Herz-/Atmungs-Triggerung flhren.

SchlieBlich kann der Autor auch nicht ausschlielen, dass trotz Herz- und Atmungs-
Triggerung Lageveranderungen der Aorta ascendens in vertikale Richtung auftreten,
was eine Fehleinschatzung der tatsachlichen Elastizitat an einer Stelle x bedingen
konnte.

Feintuch et al. weisen zudem darauf hin®®

, dass das vom Herzen pro Zyklus
ausgeworfene Blutvolumen — gemessen in der Aorta ascendens - 26,5 + 4,1 ul betragt —
somit besteht hier eine betrachtliche Variabilitat, welche die Elastizitdtsmessungen auch
beeinflussen kdnnte. Dagegen spricht aber die im MRI-Setting angewandte Averaging-
Methodik, welche solche Differenzen etwas nivelliert.

Leider wurde versaumt, eine Histologie des Aortenbogens nach Exitus der Mé&use
durchzufthren, was eine histologische Korrelation mit den MR-Ergebnissen ermdglicht

hatte — so wie in vielen dhnlichen Studien Standard.

Ein groBes Manko der Arbeit ist die Auswertungs-Software IDL: Das manuelle
Auswerten einzelner Bilder (,,post-processing®) ist extrem zeitaufwendig, erfordert hohe
Konzentration, ist Untersucher-abhdangig und unter Umstanden zu ungenau. Zwar
zeigen die Ergebnisse von Kapitel 3.2.1 eine gute Intra- und Inter-Observer-Variabilitat
der Auswertungs-Ergebnisse, aber dies erfordert zeitaufwéndige Einarbeitung. Wie auch
Krug et al. anmerken®®?, ware hier eine Computer-Semi-Automatisierung mit Fehler-
Korrektur sehr sinnvoll und zeitsparend.

Fur eine optimierte Auswertung der Datensatze wurde versucht, durch ,,Zero Filling™ —
ein Informatik-Trick — die Schérfe-Differenzen unterschiedlicher Graustufen zwischen
Aorta und umgebendem Gewebe anzuheben, um hier eine besser Kontrastierung zu
erreichen. Allerdings lielen sich hiermit nicht alle Datensatze bearbeiten, sodass die

Methodik verlassen werden musste, und auf die herkdmmliche Weise mit groberen
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Graustufen-Unterschieden gearbeitet werden musste, welche einen weiteren Grund fir

225 Dennoch musste die Software IDL

eine Ergebnis-Verzerrung darstellen konnte
gewahlt werden, weil hierfir am Physikalischen Institut der Uni Wirzburg geeignete
Auswerte-Routinen vorlagen, welche nicht ohne Weiteres auf eine besser zu

handhabende Software Ubertragen werden konnten.

Die in Kapitel 2.1.7 genannten MR-Bildgebungs-Parameter wurden gewadhlt, weil aus
den vorherigen Studien von Wiesmann et al. hiermit die besten Erfahrungen vorlagen?.
Am Physikalischen Institut besteht in der Zwischenzeit die Mdglichkeit, neben dem in
der vorliegenden Arbeit eingesetzten 7-Tesla-MR-Scanner an einem 17,6-Tesla-Scanner
zu arbeiten; mit dieser hoheren Feldstarke kdnnte man die Signal-to-Noise-Ratio
verbessern und in der Folge bei weniger bendtigten Average-Aufnahmen die
Gesamtdauer der Untersuchungszeit verkirzen. Dies wirde detailliertere MR-
Aufnahmen erzeugen und die teils schwer kranken Mduse — wie im Falle dieser Arbeit —

nicht so lange der doch belastenden Isofluran-Narkose aussetzen.

4.3  Ausblick: Unbeantwortete Fragen und  zukUnftiger
Forschungsbedarf

Wie auch Castaigne et al. anmerken®®, stellt sich die Frage der praktischen Signifikanz
und des Benefits der beobachteten Verédnderungen der GefaR-Elastizitat nach Sport. Um
diese Frage zufrieden stellend zu beantworten, musste man randomisierte Langzeit-
MRI-Studien an transgenen Mausen und Menschen durchfiihren vor und nach
Intervention durch korperliche Aktivitat, verglichen mit harten klinischen Endpunkten
wie Morbiditat, Mortalitat, Inzidenz neu aufgetretener kardiovaskulédrer Ereignisse etc.
Auch reicht derzeit die Evidenzlage zumindest bei Menschen mit niedrigem
kardiovaskuldrem Risiko nicht aus, um sicher behaupten zu konnen, dass eine
Reduktion von Atherosklerose-Progression oder —Regression auch mit einer Reduktion

von klinischen Ereignissen einhergeht'®.
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An der vorgestellten Methodik miisste man noch die optimale Dauer und Intensitéat des
Laufrad-Trainings, welches standardisiert erfolgen sollte, evaluieren, zudem kodnnte
man unterschiedliche Arten von Diat und medikamentdse Interventionen etc. erproben.

An der MR-Methodik kénnten der Einsatz von héheren Magnetfeldstéarken, verbesserte
MR-Sequenzen, Spulen-Optimierungen zur Besserung der Signal-to-Noise-Ratio, semi-
automatisierte  Auswertungs-Methoden, ggf. Kontrastmittel zur verbesserten
GefaBwanddarstellung, weitere Minimierung von Bewegungsartefakten etc. noch
exaktere Hinweise auf die protektiven Effekte von Sport auf die Aorten-Elastizitat

darstellen.

Dennoch lasst sich vorsichtig ausdriicken aus den Ergebnissen dieser Dissertation, dass
es bei ApoE”-Mausen Hinweise gibt auf eine teilweise Besserung der Elastizitat der
Aorta ascendens durch Sport. Wenn man dies aus den gesicherten Erkenntnissen des
Zusammenhangs* von GefaBsteifigkeit und klinischen Ereignissen auf den Menschen
Ubertragt — mit allen Einschrankungen - kann man somit die Empfehlung an alle
Patienten, Sport zu treiben als Primar- und Sekundar-Pravention kardiovaskulérer
Erkrankungen, durch diese Studie untermauern. Fletcher et al. sprechen von der

. .. 4
“exercise prescription” >

, also Sport auf Rezept — eine kostengiinstige, bei korrekter
Ausfiihrung nebenwirkungsarme Intervention zur Bekd&mpfung der so hoch prévalenten

Atherosklerose.

Unter Umsténden wére die Aorten-Elastizitat als ein nitzlicher zusatzlicher Surrogat-
Parameter einer Koronar-Atherosklerose zu betrachten, solange die gegenwaértigen
nicht-invasiven bildgebenden Methoden zur Evaluation von Koronar-Atherosklerose

248, 364

mit der invasiven Koronar-Angiographie nicht konkurrieren kénnen — ohne die

Nachteile von Surrogat-Parametern'®® 3%

und der hohen Kosten und geringen
Verfugbarkeit von MR-Scans ausblenden zu wollen. Die Aorta ascendens kdnnte so als
Marker-Gefal? dienen, welches wesentlich einfacher darzustellen ist als die
Koronararterien.

Schliellich konnte eines Tages MRI Mittel der Wahl werden zur Aufdeckung
subklinischer Atherosklerose; als Bildgebungsmethode zu Studienzwecken (,,Vascular

Imaging Endpoints®) und zur Risiko-Stratifizierung in Guidelines eingehen;
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Therapieentscheidungen hinsichtlich Art und Intensitat der Behandlung fir individuelle
Patienten beeinflussen (,,personalized medicine*) und um solche Therapien auf ihre
Effektivitdt hin zu Uberprifen — lange vor einer klinischen Manifestation der

Atherosklerose (,,preventive cardiovascular medicine:) 8 93 319,343, 366-368
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5  Zusammenfassung

Einflihrung: Atherosklerose ist eine fuhrende Ursache von Morbiditadt und Mortalitat
weltweit. Die ApoE-Knock-Out-Maus (ApoE™) ist das wichtigste Tiermodell fiir das
Studium der Atherosklerose und von Interventionen auf diese Erkrankung. Mittels
hochaufgeloster Magnet-Resonanz-Bildgebung ist es mdoglich, eine nicht-invasive in-
vivo GefaR-Charakterisierung bei Mausen durchzufiihren. In dieser Arbeit wurden die
Auswirkungen von Sport auf die Geféal3funktion der Aorta ascendens und abdominalis
bei ApoE™-Mausen mittels hochaufgeldster MR-Cine-FLASH-Bildgebung untersucht.

Methodik und Ergebnisse: 18 ApoE"'-Méuse mit oder ohne Lipid-reicher ,,Western
Type Diet“ (WTD) fiihrten 4-6 Wochen lang Laufrad-Training durch. Vor Laufrad-

Training wurde zweimal (Validitat) und nach Laufrad-Training einmal mittels EKG-
und Atmungs-getriggerter Magnet-Resonanz-Cine-FLASH-Bildgebung an einem 7-
Tesla-Scanner unter Isofluran-Inhalationsnarkose die Compliance von Aorta ascendens
und abdominalis gemessen. Aufnahme-Parameter: TR/TE = 4,3/1,4 ms; Field of View
(FOV) = 3,0 x 3,0 cm?; MatrixgroRe = 256 x 256; Pixel-GroRe = (FOV / Matrix) = (30
mm / 256) = 0,0117 mm?; Schichtdicke = 1,0 mm, Auflésung von 0,0137 mm?®. Die
Resultate wurden verglichen mit 9 Wildtyp-Mausen vom Stamm C57BL/6J, und mittels
der Auswerte-Software Interactive Data Language (IDL) prozessiert.

Es zeigten sich gewisse positive Effekte hinsichtlich Compliance der Aorta ascendens
durch Sport, die Ergebnisse waren fiir ApoE”-Mause ohne WTD jedoch wesentlich
konsistenter als fir ApoE”-Mause mit WTD, wo die Ergebnisse teilweise
widerspruchlich erscheinen. Dasselbe gilt fiir die Aorta abdominalis, die sich zudem
in vielen MR-Untersuchungen nicht auswerten lie, was zu nicht interpretierbaren
Ergebnissen fuhrte. Bezuglich der Validitat zeigte sich eine sehr hohe Intra-Observer-
und Inter-Observer-Ubereinstimmung der Ergebnisse, dies zeigte sich auch fur
Messungen zu zwei Zeitpunkten.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse erscheinen insgesamt kritisch beleuchtet nicht

signifikant und zeigen allenfalls Besserungs-Tendenzen fir die Compliance der Aorta
ascendens und abdominalis bei ApoE™-Mausen durch Sport. Weitere MRT-Studien mit
hoheren Feldstarken und weiterentwickelten MR-Protokollen sind notwendig, um die
Aussage dieser Doktorarbeit, dass Atherosklerose bei ApoE”-Mausen durch Sport

teilweise reversibel ist, zu bestatigen.
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