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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Atherosklerose

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland sind im 21. Jahrhundert Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie die chronisch
ischdmische Herzkrankheit und der akute Myokardinfarkt weiterhin die Todesursache

Nr. 1 (Abb. 1) [1].
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Abb. 1: Todesursachen nach Krankheitsarten 2018

Das Diagramm wurde durch das © Statistische Bundesamt (Destatis), 2020, erstellt. Im Jahre
2018 verstarben 345.300 Menschen an den Folgen der Krankheiten des Kreislaufsystems; dies
sind 36,2 % aller Sterbefille und bilden damit den Hauptanteil der Todesursachen. Mit
freundlicher Genehmigung vom 09.12.2019 [1].

1.1.2  Pathophysiologie und Pathogenetik

Eine Ursache fiir kardiovaskuldre Erkrankungen stellt die Atherosklerose dar, die sich als
Verdickung der GefiBwand durch die Ablagerung von atherosklerotischen

Plaqueformationen beschreiben ldsst. Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
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Atherosklerose sind unter anderem arterielle Hypertonie [2], Hyperlipoproteindmie [3],
Diabetes Mellitus [4] und Nikotinabusus [5]. Die Diagnosestellung einer Atherosklerose
war frither erst im fortgeschrittenen Stadium nach einer Obstruktion eines Gefdfles oder
einer Plaqueruptur moglich. Neue bildgebende Modalititen gaben zunehmend die
Moglichkeit einer fritheren Diagnostik und néheren Analyse bis auf die molekulare Ebene
[6]. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Regression der Atherosklerose in den
Koronararterien zu einer signifikanten Reduktion der 8-Jahres-Mortalitdt, insbesondere

der kardial bedingten Mortalitdt, gegeniiber den Patienten mit einem stabilen Befund

fiihren konnte [7].

Die Atherosklerose kann histologisch laut WHO in die in Abb. 2 gezeigten Stadien

eingeteilt werden [8].

L
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klinisch manifeste
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Abb. 2: Stadieneinteilung der Atherosklerose

Die schematische Darstellung erfolgte nach der WHO. Die Abbildung wurde mit freundlicher
Genehmigung des de Gruyter Verlags Berlin vom 16.12.2019 aus [8] entnommen.
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Pathophysiologisch wandern dabei Monozyten von der Endothelschicht in die Intima ein,
proliferieren und differenzieren sich zu Makrophagen, welche Lipoproteine aufnehmen.

Mit Cholesterol {iberladene Makrophagen wandeln sich in sogenannte Schaumzellen um,
die im Verlauf einen nekrotischen Kern bilden und untergehen kénnen. Diese stellen

einen Bestandteil der atherosklerotischen Plaques dar [9-11].

Pathogenetisch kann die Atherosklerose auf diverse Ursachen zuriickgefiihrt werden,
beispielsweise auf eine endotheliale Dysfunktion, die wiederum durch einen NO-Mangel
aufgrund einer Insuffizienz der endothelialen NO-Synthase (eNOS) bedingt sein kann.
Dies kann durch einen erhdhten Anteil des asymmetrischen Dimethylarginins (ADMA)
oder einen Mangel des L-Argins verursacht werden, welche unter anderem bei Diabetes
Mellitus oder Dyslipiddmie beschrieben wurden [12-14]. NO weist antiatherosklerotische
Eigenschaften auf, beispielsweise durch die Verhinderung der Proliferation der glatten
Muskelzellen, welche im Rahmen eines Defizits zu einer atherosklerotischen
Plaqueentwicklung beitragen kann [15-17]. AuBlerdem kann eine Immunreaktion mit
einer Einwanderung von Immunzellen getriggert werden, die eine Entwicklung von
atherosklerotischen Plaques fordern kann [11, 18]. Eine endotheliale Dysfunktion kann
das Voranschreiten und die Rate an kardiovaskuldren Ereignissen beeinflussen [19-21].
Eine Symptomentwicklung aufgrund einer Atherosklerose tritt verzogert auf [6]. Einen
weiteren moglichen Faktor der Atheroskleroseforderung stellt die chronische
Endothelbelastung dar, die durch Scherkrifte an den GefiBwéinden, vor allem an
Bifurkationen oder GefdBBabgidngen, verursacht werden kann [22-29]. Eine detaillierte

Beschreibung ist in Kapitel 1.2 aufgefiihrt.

1.2 Wandschubspannung

Die Wandschubspannung (engl.: wall shear stress, WSS) beschreibt eine tangentiale
Kraft pro Flicheneinheit, also eine Kraft, die eine Fliissigkeit, wie beispielsweise das

flieBende Blut, parallel zur GefaBwand ausiibt [30, 31].
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Die Wandschubspannung 7 ist definiert als

7= 2mE- i

mit dem Deformationstensor

&ij =5 dx;  0x; b= Le

wobei T = WSS, n = Viskositit, 77 = nach innen gerichteter Einheitsvektor der
Flachennormalen, x;; = ortliche Dimension, v;; = Geschwindigkeitskomponenten [32,

33] ist. Die Einheit von 7 ist N/m?2.

Die sogenannte Scherrate ist die Anderung der wandparallelen Geschwindigkeit, bezogen
auf den (infinitesimalen) Wandabstand. Fiir pulsierendes Blut hingt die WSS sowohl
vom Ort an der Wand als auch im Allgemeinen periodisch von der Zeit ab. Fiir den
einfachsten Fall der lamindren Rohrstromung sind paraboloide Geschwindigkeitsprofile
zu erwarten. Die Wandschubspannung beschreibt eine himodynamische Grofle, die die
regionale Compliance der Gefdfe beeinflusst und als essentieller Pradiktor fiir die
Entstehung der Atherosklerose diskutiert wird [34-36]. Die Wandschubspannung
beeinflusst auBerdem das Gefafiremodelling [37, 38].

In den 1970er Jahren wurde diskutiert, inwieweit hohe WSS-Werte einen direkten
Einfluss auf die Endothelien haben [39] oder inwieweit die atherosklerotische
Plaquebildung auf niedrige WSS-Werte zuriickzufiihren ist [40]. Diverse Studien
unterstrichen die These der niedrigen WSS-Werte [41-44].

Die Bestimmung der Wandschubspannung erfolgte unter anderem mithilfe von
Ultraschall, Computertomographie und Magnetresonanztomographie. Zhao et al. konnten
bereits zeigen, dass die WSS in der murinen abdominellen Aorta nicht-invasiv mittels
einer Phasenkontrast-Messmethode bestimmt werden kann [45]. WSS-Messungen
erfolgten weiterhin an diversen Tiermodellen [45-47]. Die WSS konnte mittels 2D- und
3D-Phasenkontrast-Messmethoden in den menschlichen GefdBlen bestimmt werden

[31, 44, 48]. Stalder et al. konnten eine Unterschitzung der WSS-Werte bei der
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Verwendung einer 3D-Messmethode im Vergleich zu einer 2D-Messmethode

nachweisen [31].

1.3 Oszillatorischer Scherindex

Der Oszillatorische Scherindex (engl.: oscillatory shear index, OSI) wird neben der
Wandschubspannung als essentieller weiterer Pradiktor der atherosklerotischen
Plaqueentwicklung diskutiert [49]. Der OSI bezeichnet den prozentualen Anteil der
Richtungsumkehr des Flusses innerhalb eines kardialen Zyklus [31].

Die allgemeine Definition des Oszillatorischen Scherindex nach Ku et al. [49] und He

und Ku lautet [50]:

o |
0SI = — .
2 SNZI - de

Der OSI stellt dabei eine skalare GroBe dar und ist im Gegensatz zur
Wandschubspannung nur noch vom Ort auf der Gefalwand und nicht mehr von der Zeit
abgingig.

Der Wertebereich betrigt

[uny

0<0SI < -

N

Bei dem OSI = 0 weisen weder T, noch 7, wiahrend der Dauer eines Herzzyklus eine
Richtungsumkehr auf (d.h. Nenner und Zihler sind gleich groB), wobei 7., die axiale
Komponente der WSS und 7. die zirkuldre Komponente der WSS darstellt. Bei dem
OSI = 0,5 betrdgt der Wert des Zéhlers Null und damit heben sich die Richtungseffekte
bei der Integration genau auf. Bei der Annahme eines als Null zihlenden 7. entsteht

niherungsweise T = Tgy.
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Daraus folgt:
0SI = 0Sl,, .
Nach der oben genannten Annahme ergibt sich aus der urspriinglichen Definition von He

und Ku [50]:

1 |f0TTax dt|
0S1= 51— ‘"]
fo ITaxI -dt

Je stirker und je lidnger sich die Richtungsumkehr von 7, auf die WSS wihrend eines
Herzzyklus auswirkt, desto groBer wird der Wert des OSI.
Wenn also eine Richtungsumkehr der Wandschubspannung auftritt, entsteht ein Wert fiir

den Oszillatorischen Scherindex mit

OSI—1
=5

Zéhler- und Nennerintegral sind als zeitliche Mittelwerte von 7, bzw. |T.| zu

interpretieren, wenn man diese Integrale mit p multipliziert.

1.4 Magnetresonanztomographie

Die magnetresonanztomographische Bildgebung (MR-Bildgebung) basiert auf der
Verwendung von Wasserstoffatomen, die aus einem positiv geladenen Proton und einem
negativ geladenen Elektron bestehen. Kerne mit einer ungeraden Zahl von Protonen
und/oder Neutronen besitzen einen sogenannten Spin (engl.: to spin = sich drehen). Einen
Spin kann man sich wie einen Kreisel mit einer kreisenden Eigenbewegung vorstellen,
welcher weder abgebremst noch beschleunigt werden kann. Durch diese Eigenbewegung
entsteht ein sogenannter Drehimpuls, welcher dazu fiihrt, dass die Drehachse rdumlich
gesehen beibehalten wird. Die Ladung fiihrt dazu, dass ein magnetisches Moment besteht,
das von Magnetfeldern beeinflusst werden kann. Zur besseren Verstindlichkeit wird im
semiklassischen Bild die Magnetisierung betrachtet, die durch eine gro3e Zahl von Spins

entsteht. Die Magnetisierung prazediert in einem anliegenden dufleren Feld.
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Eine solche Préizessionsbewegung besitzt eine charakteristische Frequenz, die

Larmorfrequenz, welche proportional zur Stirke des Magnetfeldes ist:

wo = Yo Bo

mit

w, als die Larmorfrequenz in MHz,

Yo als das gyromagnetische Verhiltnis, fiir ein Proton mit dem Wert 42,58 MHz/T,
B, als Starke des Magnetfeldes in Tesla (T) [51].

Bei 1,5 Tesla ergibt sich eine Larmorfrequenz von 63,9 MHz, bei 17,6 Tesla entsprechend
von 749,76 MHz. Diese Larmorfrequenz ist entscheidend fiir die MR-Bildgebung. Durch
einen mit der Larmorfrequenz gegebenen Hochfrequenzpuls wird ein Drehmoment
ausgelibt, der die Magnetisierung aus der urspriinglichen z- in die xy-Ebene umklappt
(90°-Puls). Durch die Prézessionsbewegung der Magnetisierung in der xy-Ebene wird in
der Empfangsspule eine Wechselspannung mit der Larmorfrequenz induziert, welche das
MR-Signal darstellt [S1]. Bereits Lauterbur und Mansfield zeigten 1973 die Moglichkeit
der Bildgebung mittels NMR (engl.: nuclear magnetic resonance) [52, 53].

1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Pridiktorstellung der Wandschubspannung in Bezug
auf die atherosklerotische Plaqueentwicklung, insbesondere in der Aorta der Maus, néher
zu untersuchen. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass Herz-Kreislauferkrankungen als
Folge der atherosklerotischen Plaqueentwicklung weiterhin die Nummer 1 der
Todesursachen in Deutschland darstellen. Diese Untersuchung sollte einen Beitrag zum
weiteren Verstdndnis der Entwicklung der atherosklerotischen Plaqueentwicklung und
zur Identifikation weiterer Priadiktoren der Atheroskleroseentwicklung leisten. Die
Magnetresonanztomographie bietet dabei eine nicht-invasive Bildgebungsmodalitit ohne

die Verwendung von Rontgenstrahlung.
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Zur Untersuchung dieses Themas wurde daher in dieser Arbeit eine neue
magnetresonanztomographische 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-
Phasenkontrast-Flusskodierung  optimiert und validiert, um erstmals die
Wandschubspannung in vivo in der Aorta der Maus mittels eines 17,6 Tesla
Ultrahochfeldtomographen quantifizieren zu konnen. Die Optimierung der Messmethode
erfolgte zunédchst mithilfe verschiedener Flussphantome und anschlieBend durch
Messungen von C57bl/6 Méusen (Abb. 3). Zur genaueren Untersuchung der
mechanischen Interaktion des Blutes mit der Endothelschicht und der Entwicklung von
atherosklerotischen Plaques wurde eine randomisierte sequentielle Kleintierstudie mit
ApoE”- Miusen, die zu einer atherosklerotischen Plaqueentwicklung neigen, geplant und
durchgefiihrt (Abb. 3). In dieser wurden zwei Gruppen von ApoE”" Méusen, die mit
Western Didt bzw. Chow Didt gefiittert wurden, an drei Messzeitpunkten
magnetresonanztomographisch ~ beziiglich der Wandschubspannung untersucht.

Erginzend wurden histologische Analysen der Mausaorta durchgefiihrt.

Longitudinale
Flussphantom Flussphantom C57bl/6 Studie mit
(4 mm) . (1 mm) . Mause » ApoE~/-
Mausen

Abb. 3: Ablaufschema des Optimierungs- und Anwendungsprozesses

Die Optimierung der Messparameter einer 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-
Phasenkontrast-Flusskodierung erfolgte anhand von Flussphantommessungen (Schlauch-
Innendurchmesser von 4 mm bzw. 1 mm) mit einer anschlieBenden Validierung zur
Quantifizierung der Wandschubspannung in der Mausaorta von C57bl/6 Miusen und ApoE™
Mausen.
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2 Material und Methoden

2.1 Magnetresonanztomograph

2.1.1 17,6 Tesla Magnetresonanztomograph

Die Messungen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurden mittels eines in der Abb. 4
dargestellten Bruker Avance 750 WB Magnetresonanztomographen der Firma Bruker
BioSpin GmbH (Rheinstetten, Deutschland) mit der Steuersoftware Paravision 4.0
(Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Deutschland) durchgefiihrt.

Dieser Ultrahochfeldtomograph wird ausschlieBlich fiir experimentelle Untersuchungen
verwendet. Jeder Sequenzparameter muss zu Beginn der Messungen bzw. vor
Etablierung eines Messprotokolls einzeln ausgewidhlt werden, da zunéchst nicht, wie in
der klinischen Routine, auf vorgefertigte Protokolle zuriickgegriffen werden kann. Eine
weitere Besonderheit dieses Magnetresonanztomographen ist der orthogonale
Hauptmagnet, in den spezielle Hochfrequenzspulen mit sehr kleinen Innendurchmessern
eingebracht werden miissen. Die supraleitende Spule des Tomographen, die mit
flissigem Helium gekiihlt wird, erzeugt ein Ultra-Hochfeld von 17,6 Tesla und damit
eine Protonen-Larmorfrequenz von 750 MHz. Bei jeder Messung miissen die Shimspulen
nach Einbringen des Gradientensystems, der Hochfrequenzspule und des Messobjektes

bzw. der Probe korrigiert werden, um entstehende Feldinhomogenitéten zu verringern.
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Ll

Abb. 4: Bruker Avance 750 WB Magnetresonanztomograph

Ultrahochfeldtomograph mit einer Feldstirke von 17,6 Tesla fiir nicht-invasive Messungen in
Gefillen von Kleintieren am Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5 der Julius-Maximilians-
Universitit Wiirzburg.

2.1.2 Gradientensystem

Alle Messungen erfolgten mit einem wassergekiihlten Micro 2.5 Gradientensystem mit

einem Innendurchmesser von 40 mm und einer Gradientenstirke von 1 T/m.

2.1.3 Birdcage-Spule

Der in der Abb. 5 gezeigte, von dem Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5 (EP5) der
Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg konstruierte, Protonen-Birdcage-Resonator,
kurz Birdcage-Spule genannt, wurde fiir alle Messungen dieser Arbeit genutzt. In der
Spule wird eine sinusformige Stromverteilung auf einem Zylindermantel angenéhert,
wodurch ein homogenes transversales Feld im Inneren des Resonators entsteht. Je kleiner

der Erfassungsbereich der Spule ist, desto geringer ist das Rauschen.

10
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Die verwendete Spule besitzt einen Innendurchmesser von 27 mm, in die die Messobjekte
eingebracht wurden. Nach dem Einbringen des jeweiligen Messobjektes wurde die Spule
orthogonal in den Hochfeldtomographen -eingefithrt und befestigt. Vor jeder
durchzufiithrenden Messung erfolgte ein Abstimmen der Spule mit Anpassung der

Resonanzfrequenz.

Abb. 5: Protonen-Birdcage-Resonator

Die Birdcage-Spule mit einem Innendurchmesser von 27 mm wurde von dem Lehrstuhl fiir
Experimentelle Physik 5 der Julius-Maximilians-Universitdt Wiirzburg konstruiert und ist fiir
MR-Messungen an Miusen geeignet.

2.1.4 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode  mit einer  3D-Phasenkontrast-
Flusskodierung

Durch eine 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-Phasenkontrast-
Flusskodierung kann fiir alle gemessenen Voxel eine gemittelte Flussgeschwindigkeit
quantifiziert werden. Aus dem aufgenommenen Geschwindigkeitsprofil werden die an
den GefdBwinden wirkenden Scherkrifte bestimmt. Wéahrend der Messung wird an zwei
Zeitpunkten durch Gradientenpulse das dullere Magnetfeld ortsabhédngig verdandert. Eine
stationdre Magnetisierung erfasst hierbei zweimal einen gleich starken, aber
entgegengesetzt gerichteten Gradienten, wodurch es zu keiner Verdnderung der
Signalphase kommt. Demgegeniiber sieht eine sich bewegende Magnetisierung abhingig
von ihrer Bewegung beim zweiten Gradientenpuls eine andere Feldstirke als beim ersten
Gradientenpuls. Dadurch ergibt sich hierbei eine Anderung der Signalphase. Die Phase

der Magnetisierung verdndert sich in Abhéngigkeit der Geschwindigkeit. Somit kann die

11
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Geschwindigkeit durch die bekannten angelegten Gradientenpulse aus der
Phasenénderung berechnet werden [51].

Die verwendete Messmethode wurde von dem Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5 der
Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg entwickelt [54]. Die in-vivo-Messungen
erfolgten atem- und herzfrequenzgetriggert. Die Messmethode wurde mittels zweier
Flussphantome, wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, optimiert, bevor eine Anwendung der

Methode an Méusen erfolgte.
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2.2 Optimierung und Validierung einer 2D-Gradientenecho-
Bildgebungsmethode mit einer 3D-Phasenkontrast-Flusskodierung

2.2.1 Flussphantom 1 (Innendurchmesser 4 mm)

2.2.1.1 Aufbau

Zur Optimierung der Messmethode wurde zuerst ein Flussphantom mit einem

Innendurchmesser von 4 mm verwendet (Abb. 6).

""" ; MRT
' [ //
Gradientensystem —— |,
= Spule
Zahnradpumpe
X
4 mm-Schlauch
=
[ ] : :
Kanister mit
o Kupfersulfatlosung
@

Abb. 6: Versuchsaufbau des Flussphantoms 1

Schematische Darstellung des Versuchs: Ein Schlauch mit einem Innendurchmesser von 4 mm,
Kupfersulfatlosung als FlieBmedium und eine Zahnradpumpe zur Herstellung eines
kontinuierlichen Flusses. MRT = Magnetresonanztomograph.
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Das Flussphantom setzte sich aus einer Zahnradpumpe, einem 10-Liter-Kanister gefiillt
mit Kupfersulfatlosung, zwei langen PVC-Schlduchen mit dem Innendurchmesser von

4 mm und einer 10 ml Spritze, mit 0,9%igen NaCl-Losung gefiillt, zusammen.

Abb. 7: Detailaufnahmen des Flussphantoms 1

Eine Zahnradpumpe wurde mit einem Kupfersulfat-Kanister verbunden (A und B). Die
Schlauchschlaufe und eine 10 ml Spritze (C) wurden zur optimalen Beladung in die Spule mit
einem Innendurchmesser von 27 mm eingebracht (D). Die Spritze wurde mit einer 0,9%igen
NaCl-Losung befiillt (E).

Die Kupfersulfatlosung mit einer Konzentration von 1,25 g/ml wurde als Flussmedium
verwendet, um eine Verkiirzung der Ti-Zeit zu erreichen. Dabei wurde, wie in Abb. 7A
und 7B zu sehen, ein Teil des PVC-Schlauches an das eine Ende der Zahnradpumpe und
ein Teil eines weiteren PVC-Schlauches an das andere Ende angeschlossen. Die beiden
verbliebenen Enden der Schliuche wurden in einen Kanister mit Kupfersulfatlosung
eingebracht, um dadurch einen geschlossenen Kreislauf zu bilden. Die Zahnradpumpe
wurde zum Herstellen eines kontinuierlichen Flusses verwendet und auf eine

Flussgeschwindigkeit von nédherungsweise 1 cm/s eingestellt. Ein Teil des PVC-
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Schlauches wurde als Schlaufe in die Spule mit einem Innendurchmesser von 27 mm zur
Durchfiihrung der MR-Messungen eingebracht (Abb. 7D). Da die Spule fiir
Mausmessungen von der EP5 optimiert wurde, ldsst sich die Spule nur bei einer &hnlichen
Beladung optimal abstimmen. Deshalb wurde zusétzlich zum Phantom eine 10 ml

Spritze, gefiillt mit 0,9%iger NaCl-Losung, in die Spule eingebracht (Abb. 7C-7E).

2.2.1.2 MR-Durchfiihrung

Zuerst wurde ein MR-Ubersichtsscan angefertigt. AnschlieBend erfolgte eine axiale,
sagittale und coronare Schnittfithrung, die durch zwei MR-Aufnahmen orthogonal zum
Schlauch ergénzt wurden, um mittels dieser beiden Schichten eine Aufnahme zur
Darstellung des gesamten Schlauchverlaufs zu erhalten. Wie in Abb. 8 dargestellt,
konnten anschlieend die ein Millimeter dicken MR-Analyseebenen zur Bestimmung der
Flussparameter, streng orthogonal zur Flussrichtung der Fliissigkeit im Schlauch,

positioniert werden. Als Messmethode wurde ein FLASH-Gradientenecho verwendet.

Abb. 8: MR-Analyseebenen des Flussphantoms 1

Die schematische Darstellung zeigt, dass die MR-Analyseebenen (blaue Linien) orthogonal zur
Flussrichtung der Kupfersulfatlosung und orthogonal zur Spule (mit schwarzem Pfeil markiert)
positioniert wurden (A). Die représentative magnetresonanztomographische Aufnahme (B) zeigt
die beiden Schlduche mit dem Innendurchmesser von 4 mm (mit weillen Pfeilen markiert) und
die zur besseren Beladung eingebrachten 10 ml Spritze (mittig).
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Um den optimalen Pulswinkel und damit das maximale Signal zu erlangen, wurde eine
Berechnung des Ernst-Winkels mit Hilfe der Repetitionszeit TR und der Relaxationszeit

T1 mit der folgenden Formel durchgefiihrt [55]:

_IR
Aprnst = arccose Ti,

Zur ersten Berechnung wurde die Ti-Zeit der Kupfersulfatlosung mittels einer MR-
Messsequenz in einem Glasrohrchen mit einem Durchmesser von 0,5 mm bestimmt.
Dabei ergab sich nach dem in Abb. 9 dargestellten Diagramm, das durch Herrn Dr. rer.
nat. Eberhard Munz, Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5, Wiirzburg, erstellt wurde,
eine Ti-Zeit von 260-280 ms.

10 20 30 40 50 60

Abb. 9: Ti-Bestimmung der Kupfersulfatlosung
Die T;-Karte der verwendeten Kupfersulfatlosung wurde mithilfe von Matlab (The MathWorks,
Natick, MA, USA) visualisiert und zeigt eine T;-Zeit von 260-280 ms.

Mittels dieses ndherungsweisen T1-Wertes wurde der Ernst-Winkel wie folgt berechnet:

_ 5ms
a = arccose z6oms = 11,2°.

Die oben beschriebenen Flussmessungen erfolgten mit dem berechneten Ernst-Winkel,

der im Verlauf der Optimierung weiter angepasst wurde.
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2.2.2  Flussphantom 2 (Innendurchmesser 1 mm)

2.2.2.1 Aufbau

Nach den ersten Optimierungen der Messmethode durch das oben beschriebene
Flussphantom wurde eine weitere Optimierung mittels eines kleineren Flussphantoms
vorgenommen, um die Bedingungen noch weiter an die Grofe einer Mausaorta

anzupassen (Abb.10).

Kupfersulfatlésung

/ 1 mm-Schlauch

MRT

.

Gradientensystem |— |}

e Spule

AuffanggefaR

Abb. 10: Versuchsaufbau des Flussphantoms 2

Schematische Darstellung des Versuchs: Ein Schlauch mit einem Innendurchmesser von 1 mm,
Kupfersulfatlosung als FlieBmedium und eine Trichterkonstruktion.

MRT = Magnetresonanztomograph.
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Dieses Flussphantom setzte sich aus einem grofen und einem kleinen Trichter,
Dichtungsmaterial, einem Diibel, einem PVC-Schlauch mit einem Durchmesser von 1
mm und einem 10-Liter-Kupfersulfat-Kanister, wie bereits oben beschrieben, zusammen.
Dabei wurde ein Trichter mit einem Fassungsvermdgen von 5 Litern mittels
Dichtungsmasse mit einem kleineren Trichter verklebt und der Schlauch mit einem
Innendurchmesser von 1 mm an den Ablauf des kleineren Trichters mittels eines Diibels
fixiert. Damit konnte das Flussphantom noch weiter an die Aortenanatomie, insbesondere
an den Durchmesser einer Mausaorta von 1 mm, angepasst werden.

Es erfolgte eine Fiillung des Trichters mit Kupfersulfatlosung mit regelmaBiger
Anpassung des Fiillungsspiegels zur Gewidhrleistung einer gleichméfBigen
Flussgeschwindigkeit. Auch hier wurde die Fiillhohe so gewahlt, dass eine konstante
Flussgeschwindigkeit gewéhrleistet war. Der fixierte PVC-Schlauch wurde orthogonal
durch den Magnetresonanztomographen und durch die Messspule in den 10-Liter-
Kupfersulfatkanister geleitet, der als Ablauf der Losung diente. Die weitere Optimierung
der Messmethode wurde analog zu Flussphantom 1 mittels eines Vergleiches der
Volumenmessung mit der MR-Flussmessung vorgenommen. AnschlieBend wurde die
optimierte Messmethode an C57bl/6 Maiusen angewendet und weiter an die

Gegebenheiten der Maus angepasst.

2.2.2.2 MR-Durchfiihrung

Die MR-Messungen wurden dquivalent zu den oben beschriebenen Messungen des
Flussphantoms mit dem Innendurchmesser von 4 mm durchgefiihrt.

Zuerst wurde ein Ubersichtsscan angefertigt. AnschlieBend erfolgte eine axiale, sagittale
und coronare Schnittfithrung, die durch die Durchfiihrung von zwei MR-Aufnahmen
orthogonal zum Schlauch ergédnzt wurden, um anhand dieser beiden Schichten eine
weitere MR-Aufnahme zur Darstellung des gesamten Schlauchverlaufs zu erhalten. In
diese MR-Aufnahme wurden vier MR-Analyseebenen zur Bestimmung der
Flussparameter orthogonal zur Flussrichtung des Schlauches eingelegt (Abb. 11). Als

Messmethode wurde ein FLASH-Gradientenecho verwendet.
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Abb. 11: MR-Analyseebenen des Flussphantoms 2

Die schematische Darstellung zeigt, dass die MR-Analyseebenen (blaue Linien) orthogonal zur
Flussrichtung der Kupfersulfatlosung des Schlauches mit einem Innendurchmesser von 1 mm und
orthogonal zur Spule (mit schwarzem Pfeil markiert) ausgerichtet wurden (A). Die exemplarische
magnetresonanztomographische Aufnahme (B) stellt den Schlauch mit einem Innendurchmesser
von 1 mm (mit einem weillen Pfeil markiert) sowie die zur besseren Spulenbeladung mit NaCl
gefiillte Spritze (groBer grauer Kreis) dar.

2.2.3 C57bl/6 Mause

Die C57bl/6 Mause (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) stellen eine
Spezies von Miusen dar, die aufgrund der bestehenden Ahnlichkeit des Genoms zum
menschlichen Genom als Kleintiermodell fiir die experimentelle Forschung genutzt
werden konnen [52, 53, 56]. Die in dieser Arbeit verwendeten weiblichen C57bl/6 Mause

waren zwischen 8 und 12 Wochen alt.

2.2.3.1 Tierhandling

Alle Untersuchungen erfolgten in Ubereinstimmung mit den europiischen [57] und
lokalen Richtlinien fiir die Versorgung und Verwendung von Labortieren und der
Genehmigung der Regierung von Unterfranken und der Universitdt Wiirzburg mit dem
Tierversuchsantrag nach § 8 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) mit der Referenznummer

55.2-2531.01-38/13.
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Zur weiteren magnetresonanztomographischen Untersuchung der Miuse wurden diese
mittels einer Inhalationsnarkose mit Isofluran und eines speziellen Verdampfers der
Firma Eickemeyer (Tuttlingen, Deutschland) narkotisiert. Zur Narkoseeinleitung wurden
initial 3-4 Vol.-% Isofluran mit einer Sauerstoffzufuhr von 1-2 Vol.-% verwendet.
Anschlielend erfolgte die Préparation der Maus fiir die folgende MR-Messung auf einem
Wiérmekissen oder wunter einer Wérmelampe unter angepasster erniedrigter

Isofluranzufuhr (1,5-2 Vol.-%) mit gleichbleibender Sauerstoffzufuhr (Abb. 12).

Abb. 12: Ubersicht des Tierhandlings

Mittels einer Atemmaske erfolgte die Narkoseerhaltung wahrend der Priparation der Maus vor
der MR-Messung unter einer Warmelampe (A). Die fertig narkotisierte und praparierte Maus ist
in (B) dargestellt.

Die Vorderpfoten der Maus wurden zur Aufhidngung in der Spule fixiert. Zwischen den
Hinterbeinen und dem Schwanz erfolgte die Anbringung einer Kunststoffleine zur
Positionierung der Maus in der Spule. Aufgrund des sehr begrenzten Messfeldes in der
Spule musste die optimale Positionierung der Maus, insbesondere des Mausherzens und
der Aorta, beachtet werden. Auf der Brust der Maus wurde ein Druckballon (Graseby
Medical Limited, Watford, United Kingdom) zur kontinuierlichen Ableitung der Atem-
und Herzfrequenz der Maus in der Spule angebracht. Dieser Druckballon wurde an einen
Umwandler (Rapid Biomedical, Rimpar, Deutschland) angeschlossen, sodass die
Vitalparameter der Maus wihrend der gesamten Messung aus dem Konsolenraum des
Magnetresonanztomographen in Echtzeit iberwacht werden konnten (Abb. 13). Dies

ermoglichte eine kontinuierliche Anpassung der Narkosetiefe zum Erhalt stabiler
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Vitalparameter wéihrend der gesamten MR-Messung, welche bei der Verwendung einer
2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-Phasenkontrast-Flusskodierung

mit einer Atem- und Herzfrequenztriggerung von essentieller Bedeutung ist.

Abb. 13: Uberwachung der Vitalparameter der Miuse

Die Vitalparameter der Maus wurden mit einem drucksensitiven Ballon abgeleitet (A), welcher
eine individuelle Anpassung der Isofluran Dosis ermdglichte. Durch die mit dem Druckballon
abgeleiteten Vitalparameter erfolgte eine Triggerung mittels Atemgating und Herzfrequenz der
Maus (B). Darstellung der Signale auf dem Monitor (B): Herzdrucksignal (1. Reihe), Herztrigger
(2. Reihe), Atemgatingsignal (3. Reihe) und Atemsignal (4. Reihe).

Die in vivo Messung der Maus erfolgte in einer Spule mit einem Innendurchmesser von
27 mm. Mittels einer eingelegten Leitung in dieser Spule konnte die Zufiihrung des
Isoflurans und des Sauerstoffs zur Maus auch wihrend der Messung erfolgen. Durch das
Anbringen einer Kuppel aus Kunststoff auf der oberen Spulen6ffnung bildete sich ein
Reservoir aus Narkosegas und Sauerstoff. Die Vorderpfoten und die Schnauze der Maus

waren wihrend der Messung in der Spule nach oben gerichtet.
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2.2.3.2 MR-Durchfiihrung

Zuerst wurde ein Ubersichtsscan angefertigt, wie in der folgenden Abb. 14A
exemplarisch gezeigt. AnschlieBend erfolgte eine axiale, sagittale und coronare
Schnittfiihrung, die zur Orientierung und Einlage weiterer MR-Aufnahmen oberhalb und
unterhalb des Herzens genutzt werden konnten. Mittels dieser beiden Schichten konnte
eine dritte MR-Schicht zur Darstellung des gesamten Aortenbogens positioniert werden

(Abb. 14B-14D). Als Messmethode wurde ein FLASH-Gradientenecho verwendet.

Abb. 14: MR-Scans

Fiir das Aufsuchen der Aorta im Mauskorper war eine MR-Ubersichtsaufnahme mit einer
geringen Bildqualitét ausreichend (A). Der Aortenbogen der Maus (mit weilem Pfeil markiert)
wurde in (B) zur Lokalisation der MR-Aufnahme der gesamten Mausaorta im Langsschnitt (C)
genutzt. Die Positionierung der MR-Analyseebenen erfolgte orthogonal zur Blutflussrichtung.
(D) stellt die Ubersichtsbilder der Aorta im Zeitverlauf eines Herzzyklus dar.
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In diese MR-Aufnahme wurden die MR-Analyseebenen zur Bestimmung der
Flussparameter exakt orthogonal zur Flussrichtung des Aortenbogens eingelegt. Die
Messung der C57bl/6 Miuse erfolgte an sechs Messstellen. Dabei wurden wie in der Abb.
15 dargestellt, zwei Schichten vor dem Abgang des Truncus brachiocephalicus (MR-
Analyseebene # 1 und # 2), drei Schichten nach dem Abgang der Arteria subclavia sinistra
in der Aorta (MR-Analyseebene # 3, # 4 und # 5) und eine Schicht in der abdominellen
Aorta (MR-Analyseebene # 6) positioniert.

Abb. 15: MR-Analyseebenen der C57bl/6 Miuse

Zwei MR-Analyseebenen wurden vor dem Abgang des Truncus brachiocephalicus (# 1 und # 2),
drei MR-Analyseebenen nach dem Abgang der Arteria subclavia sinistra in der Aorta (# 3, # 4
und # 5) und eine MR-Analyseebene in der abdominellen Aorta (# 6) positioniert.
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Im Rahmen der weiteren Optimierung mussten die im Folgenden aufgefiihrten Aspekte
beachtet werden. Der Flipwinkel musste aufgrund der verdnderten Gewebeeigenschaften
gegeniiber der Kupfersulfatlosung fiir die Messungen an der Maus entsprechend
angepasst werden. Desweiteren musste das Field of View (FOV) so gewéhlt werden, dass
die komplette Maus in diesem enthalten war, um Einfaltungen im Bereich der Aorta zu
verhindern. Nur in der Frequenzkodierrichtung konnte eine Verkleinerung durchgefiihrt
werden.

Da das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (engl.: signal to noise ratio = SNR) direkt von der
VoxelgroBe abhdngt, musste bei einer Verkleinerung der Voxelgrofe auf ein hinreichend
grofles SNR geachtet werden. Bei einer Schichtdicke von 1 mm wére eine Reduktion der
Anzahl der Mittelungen und damit eine Messzeitverkiirzung moglich gewesen.
Allerdings zeigte sich dabei, dass eine vollstindig orthogonale Positionierung der
Schichten an jedem Ort des Aortenquerschnittes, insbesondere im Aortenbogen, bei
dickeren Messschichten nicht mehr moglich gewesen wére. Durch die Vergroferung der
Schichtdicke wire eine Verfdlschung der Messwerte innerhalb der MR-Analyseebene
hervorgerufen worden, sodass die Messungen mit einer Schichtdicke von 0,5 mm
durchgefiihrt werden mussten. Der Halbierung der Schichtdicke folgte wiederum eine
Halbierung des SNR. Es erfolgte die optimale Wahl der Parameter bei einer auf der einen
Seite notwendigen moglichst hohen Auflosung und auf der anderen Seite einer mdglichst
kurzen Messzeit der in-vivo-Messungen, insbesondere unter Beachtung der geplanten
Kleintierstudie mit zum Teil kranken und damit instabilen Tieren.

Die ortliche Auflosung in der Schicht musste mit 0,1 mm/pixel x 0,1 mm/pixel gewihlt
werden, sodass der Querschnitt der Aorta in einem 10 Pixel x 10 Pixel groBlen Feld lag.
Nach der durchgefiihrten Optimierung der 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit
einer 3D-Phasenkontrast-Flusskodierung durch die oben genannten Flussphantome

ergaben sich die in Tabelle 1 dargestellten Messparameter.
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Tabelle 1: Ubersicht der Messparameter der MR-Messungen der C57bl/6 Miuse

Field of View 25 mm x 20 mm

Ortliche Auflésung 0,1 mm/pixel x 0,1 mm/pixel
Matrixgrofie 250 pixel x 200 pixel
Echozeit (TE) 1,8 ms

Repetitionszeit (TR) 5 ms

Flipwinkel 35°

Schichtdicke 0,5 mm

Die MR-Messzeit betrug abhingig von der Atem- und Herzfrequenz der jeweiligen Maus
circa eine halbe Stunde pro gemessenem Tier. Alle in-vivo-MR-Messungen wurden ohne

Kontrastmittel und ohne Filter durchgefiihrt.
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2.3 Longitudinale Kleintierstudie

2.3.1 Studienmodell und -ablauf

Alle Untersuchungen erfolgten in Ubereinstimmung mit den europiischen [57] und
lokalen Richtlinien fiir die Versorgung und Verwendung von Labortieren und der
Genehmigung der Regierung von Unterfranken und der Universitdt Wiirzburg mit dem

Tierversuchsantrag nach § 8 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) mit der Referenznummer

55.2-2531.01-23/11.

Zur Untersuchung des Einflusses der Verdnderungen der Flussparameter, wie der
Wandschubspannung, auf die atherosklerotische Plaqueentwicklung wurde eine
longitudinale Kleintierstudie durchgefiihrt. 20 weibliche ApoE”~ Miuse (Charles River

Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) wurden in zwei Gruppen mit 12 und 8 Tieren

randomisiert.

Western Diat
(n=12)

ApoE’- Miuse
(n=20)

Chow Diat
(n=8)

[ 121\‘/;:;;16 | ( Histo (n=1) N
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Abb. 16: Aufbau des Studienmodells der longitudinalen Kleintierstudie

Randomisierung der ApoE”" Miuse in eine Gruppe, mit Western Diit gefiittert, und eine
Kontrollgruppe, mit Chow Diit gefiittert. MR-Messzeitpunkte nach 1 Woche, 8 Wochen und 12

Wochen mit histologischen Analysen der Mausaorten.
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Die Tiere wurden jeweils zu drei Zeitpunkten in vivo magnetresonanztomographisch nach
einem speziell festgelegten Protokoll (1-2, 8 und 12 Wochen nach Beginn der
Spezialdidten) gemessen. Zu jedem Messzeitpunkt wurde eine festgelegte Anzahl der
Tiere einer histologischen Analyse unterzogen (Abb. 16).

Den beiden Gruppen wurden zwei verschiedene Futterarten zugeteilt: Die erste Gruppe
mit 12 Tieren wurde mit einer Fettfutterdidt, auch Western Didt genannt (E15721-347 10
mm Pellets, y-irradiated 25 kGy, ssniff Spezialdiditen GmbH, Soest, Deutschland), mit
einem Fettanteil von 21 % gefiittert (Anhang 1); die zweite Gruppe mit 8 Tieren wurde
mit einer Chow Didt (V1534-000 10 mm Pellets, ssniff Spezialdiiten GmbH, Soest,
Deutschland), mit nur 3 % Fettanteil gefiittert (Anhang 2). Zum Zeitpunkt des Eintreffens
waren die Tiere bereits 8 Wochen alt; wihrend der Zucht erhielten die Tiere eine
sogenannte SK52 Diit bei Charles River als Zuchtfutter (Abb. 17). Dieses setzt sich aus
einem Anteil von 6,2 % Fett, 18,5 % Protein und unter anderem Weizen, Mais, Fisch,

Soja, Hafer, Ol und Hefe zusammen (Anhang 3).

ApoE’~Miuse (n = 12):

5K52 Diat (6,2 % Fett) Western Didt (21,2 % Fett)
0 - 8 Wochen 8 - 20 Wochen

ApoE’~Miuse (n = 8):

5K52 Diat (6,2 % Fett) Chow Diat (3,3 % Fett)
0 - 8 Wochen 8 - 20 Wochen

Abb. 17: Ubersicht der Futterarten im Zeitverlauf

Wihrend der Zuchtphase wurden die beiden Studiengruppen mit 5K52 Diit gefiittert (links).
Nach randomisierter Gruppenaufteilung erhielt die erste Gruppe Western Diét (oben rechts) und
die Kontrollgruppe Chow Diét (unten rechts).
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2.3.2 ApoE”’ Miuse

Fir die beschriecbene Studie wurden spezielle Maiuse verwendet, um die
Atheroskleroseentwicklung ndher untersuchen zu kénnen. Eine C57bl/6 Maus hingegen
zeigt keine Neigung atherosklerotische Plaqueldsionen zu entwickeln [58]. Eine
genetisch verdnderte Maus kann eine atherosklerotische Plaqueentwicklung induzieren
[59]. Ein Beispiel dafiir sind Mause mit einer Funktionsstérung des Apolipoproteins B,
die sogenannten ApoE”~ Miuse. Aufgrund dieser Mutation entwickeln solche Tiere
mithilfe von besonderen Didten, wie der Western Diit, einer hochcholesterinreichen Diit,
ausgeprigte atherosklerotische Lésionen [58, 60]. Die atherosklerotischen Lésionen

dhneln der humanen Atherosklerose-Morphologie [60, 61].

2.3.3 Diiten

2.3.3.1 Western Diit

Die Studiengruppe (n = 12) wurde mit einem Fettfutter, einer Western Diédt (E15721-
347), gefiittert. Dieses Futter enthélt einen 21%igen Anteil von Butterfetten und 0,21 %
Cholesterin. Diese Diét ist dazu geeignet, Hyperlipiddmie, Hypercholesterindmie und
Atherosklerose inklusive Plaquebildung, insbesondere bei ApoE’~ Miusen, zu
induzieren. Die Western Diét setzt sich aus 42 kJ% Fett, 15 kJ% Protein und 43 kJ%

Kohlenhydrate zusammen (Anhang 1).

2.3.3.2 Chow Diit

Die Kontrollgruppe (n = 8) wurde mit einem Trockenfutter, einer Chow Diidt (V1534-
000) gefiittert. Dieses Haltungsfuttermittel eignet sich gut fiir Méuse aufgrund seiner
niedrigen bis mittleren Energiedichte und eines extrem niedrigen Nitrosamin-Gehaltes.
Aufgrund dieser Eigenschaften ist dieses Futter sehr gut fiir Langzeitexperimente
geeignet. Der Rohfettanteil betrdgt 3,3 %. Dieses Futter setzt sich aus 9 kJ% Fett, 24 kJ%
Protein und 67 kJ% Kohlenhydrate zusammen (Anhang 2).
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2.3.4 MR-Durchfiihrung

Die Tiere wurden analog zu den Messungen der C57bl/6 Méause in der Messspule in den
Magnetresonanztomographen eingebracht (Siehe auch Abschnitt 2.2.3.2). Zunichst
erfolgte ein Ubersichtsscan der Maus zur Lokalisation der Aorta im Kérper der Maus

(Abb. 18).

Abb. 18: Repriisentative Beispiele der MR-Ubersichtsscans
Die MR-Bilder zeigen die Aorteniibersichten vor Positionierung der MR-Analyseebenen in dem
Aortenbogen.

Anschlielend erfolgte eine axiale, sagittale und coronare Schnittfiihrung mit der Einlage
einer Schnittebene oberhalb und unterhalb des Herzens, welche zur Positionierung einer
weiteren Schicht zur Darstellung des gesamten Aortenbogens genutzt wurden. In diese
MR-Aufnahme konnten die MR-Analyseebenen zur Bestimmung der Flussparameter
orthogonal zur Blutflussrichtung des Aortenbogens platziert werden. Die MR-

Analyseebenen wurden, wie in Abb. 19 dargestellt, positioniert.
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Abb. 19: Lage der MR-Analyseebenen in der Mausaorta
Bei ApoE” Miusen im Rahmen der Kleintierstudie wurden die MR-Analyseebenen (A) direkt

vor dem Abgang des Truncus brachiocephalicus, (B) direkt nach dem Abgang der Arteria
subclavia sinistra, (C) und (D) in der thorakalen Aorta positioniert.
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Eine Ohrmarkierung der Mduse ermoglichte zu jedem Zeitpunkt eine eindeutige
Identifikation jeder Maus. Diese wurden zur Vermeidung unnétiger Narkoseeinleitungen
wihrend der ersten Isofluran-Narkose vor der ersten MR-Messung vorgenommen. Die
MR-Messungen wurden mit den optimierten Messparametern ohne die Verwendung von

Kontrastmittel oder Filtern durchgefiihrt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht der Messparameter der Kleintierstudie

Field of View 25 mm x 20 mm

Ortliche Auflésung 0,1 mm/pixel x 0,1 mm/pixel
Matrixgrofie 250 pixel x 200 pixel
Echozeit (TE) 1,8 ms

Repetitionszeit (TR) 5 ms

Flipwinkel 35°

Schichtdicke 0,5 mm

Zur kontrastreichen Darstellung des Gefillumens wurden ergéinzende Morphologien

durch die Anwendung einer Black-Blood-Spin-Echo-Methode erstellt (Abb. 20) [62].

Abb. 20: Reprisentative MR-Morphologien
Morphologie-Scans einer ApoE” Maus nach 12 Wochen Western Diit mit Darstellung einer
Aortenwandverdickung (mit weilen Pfeilen markiert).
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2.3.5 Histologische Analysen

2.3.5.1 Préparation, Einbettung und histologische Schnittfiihrung

Zur histologischen Untersuchung wurden aus definierten Tieren (Abb. 17) zu den
entsprechenden Messzeitpunkten die Aorta und das Herz durch Frau Gabriele Riehl
(Klinik fiir Nuklearmedizin, Universititsklinikum Wirzburg) entnommen und
anschlieBend in Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen
aan den Rijn, Niederlande) eingebettet, fixiert und bei -80 °C tiefgefroren (Abb. 21).

e .

Abb. 21: Tissue-Tek® Block mit eingebetteter Aorta und Herz der Maus

Der Tissue-Tek® Block mit der eingebetteten Aorta wurde anschlieBend in dem in Abb.
22A gezeigten Kryotom (Leica CM 1850; Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) in
einer Umgebung von -21 °C horizontal in 8 um dicke histologische Schnitte {iberfiihrt
und auf Objekttrager aufgebracht. Die histologischen Schnitte wurden orthogonal vom
Beginn des Aortenbogens bis zur Herzspitze durchgefiihrt. Es wurden zehn Blocke mit
jeweils flinf Schnitten mit einer Schichtdicke von 8 um angefertigt, wie in Abb. 22B
illustriert. Dadurch wurden histologische Schnitte in 10 verschiedenen Hohen

vorgenommen.

32



Material und Methoden

Abb. 22: Histologische Schnittebenen

Die histologischen Schnitte wurden bei -21 °C mittels eines Kryotoms angefertigt (A). Zur
histologischen Analyse der Mausaorta wurden zehn Blocke mit jeweils flinf Schnitten mit einer
Schichtdicke von 8 um (in blau eingezeichnet) angefertigt (B).

Die Schnitte wurden nach dem Aufbringen auf einen Objekttriger {iber Nacht bei -20 °C
in einer Kiithlkammer getrocknet und anschliefend gefarbt. Nach der Férbung der
histologischen Schnitte wurden die Objekttrager mittels eines Mikroskops ,,Axioskop 2
plus® (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) in verschiedenen
Vergroferungsstufen untersucht und mit einer angeschlossenen Kamera entsprechend

digitalisiert.

2.3.5.2 Hématoxylin-Eosin-Féarbung

Die Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) setzt sich aus zwei Bestandteilen
zusammen, dem Hamatoxylin und dem Eosin. Himatoxylin ist ein basischer Farbstoff,
der Kernbestandteile wie RNA und DNA blau eingeférbt, wohingegen Eosin einen sauren
Farbstoff darstellt, der das Zytoplasma rot einférbt [63, 64].

Die HE-Farbung wurde durch folgende Schritte angefertigt:

Die Schnitte wurden zuerst fiinf Minuten und anschlieBend noch einmal kurz in Aqua
Dest eingetaucht, bevor sie sieben Minuten in Himalaun eingelegt wurden. In der Folge
wurden die Objekttrager zehn Minuten mit flieBendem Wasser in einer Wanne gespiilt

und mit Aqua Dest gewaschen. Es folgte eine Fiarbung mit Eosin fiir siebeneinhalb
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Minuten mit folgendem zweimaligem Eintauchen in Aqua Dest und dreimaligem
Eintauchen in eine 99%ige Ethanollosung. Die Objekttriger wurden anschlieend drei
Minuten in Xylol Ethanol gelegt, fiinf Minuten in Xylol, fiinf Minuten in Roti-Histol und

am Ende noch einmal flinf Minuten in Roti-Histol in ein weiteres Behéltnis getaucht.

2.3.5.3 Elastika-van-Gieson-Farbung

Die Elastika-van-Gieson-Férbung stellt elastische Fasern dar, die sich in der GefaBwand
befinden. Dadurch ist eine Identifikation der Elastinfragmentierungen moglich.

Die Elastika-Férbung wurde durch eine geringfiigig modifizierte Methode durchgefiihrt.
Zuerst erfolgte eine siebenminiitige Einlage in Aqua Dest, anschlieBend eine
zehnminiitige Farbung mit Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert. Die Schnitte wurden
fiinf Minuten mit Leitungswasser gespiilt und in Aqua Dest getaucht. Es folgte ein je
einminiitiges Eintauchen in 50%iges Ethanol, dann in 75%iges Ethanol und zuletzt in
100%iges Ethanol. AnschlieBend wurden die Schnitte drei Minuten in ein Gemisch aus
gleichen Teilen von Xylol und Ethanol, dann fiinf Minuten in Xylol, fiinf Minuten in

Roti-Histol und fiinf Minuten in ein weiteres Behéltnis mit Roti-Histol getaucht [65].

2.3.5.4 CD68-Antikorperfiarbung

Das Antigen CD68 reagiert makrophagenspezifisch; dadurch erfolgt eine
immunhistochemische Anfarbung der Makrophagen.

Die Farbung begann mit einer zehnminiitigen Einlage in Aceton und einem folgenden
flinfzehnminiitigen Trocknen an der Luft. Eine Kammer wurde mit Tiichern ausgelegt
und mit Aqua Dest befeuchtet. Es folgte ein dreimaliges jeweils vier Minuten langes
Waschen der Schnitte mit einem PBS-Puffer (Phosphat-gepufferte Salzlosung) auf einer
Schiittelplatte. Anschlieend wurden die Gewebeschnitte auf dem Objekttrager mit einem
Marker (ImmEDGE™ Pen, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) kreisformig
umfahren, damit die Schnitte auf dem Objekttrager voneinander getrennt wurden. Die

Schnitte wurden 30 Minuten lang bei Raumtemperatur in der oben genannten Kammer
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mit einem 3%igen Normal Rabbit Serum (NRS, S-5000, Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, USA) geblockt. Es folgte ein erneutes Waschen von vier Minuten in einem
PBS-Puffer. Der 1:100 mit 3%igem Normal Rabbit Serum verdiinnte erste Antikdrper
gegen CD68 (MCA1957, Bio-Rad AbD Serotec Limited, Kidlington, Oxfordshire, UK)
wurde aufgetragen und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Schnitte wurden danach
dreimalig jeweils vier Minuten mit PBS-Puffer gespiilt. Es folgte fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur die Inkubierung mit einem zweiten biotinylierten und im Verhéltnis
1:100 verdiinnten Antikorper (Biotinylated Anti-Rat IgG (H+L) BA-4001; Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, USA), der gegen den ersten Antikorper gerichtet war.
Anschliefend wurden die Schnitte erneut dreimalig fiir vier Minuten jeweils mit PBS-
Puffer gespiilt. Mit einem 1:100 verdiinnten FITC-markierten Streptavidin (Streptavidin
fluorescein SA5001; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) wurden die
Objekttrager fiir eine Stunde bei Raumtemperatur markiert. Nachfolgend wurden die
Schnitte erneut zweimalig fiir vier Minuten mit PBS-Puffer gespiilt. Die Zellkerne
wurden mit einer 1:5000 verdiinnten DAPI-Féarbung (4’-6-Diamidin-2-phenylindol) fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur gegengefarbt. Die Schnitte wurden anschlielend erneut
zweimalig jeweils drei Minuten mit PBS-Puffer gespiilt. AbschlieBend wurden die
Objekttrager mit Deckgldsern und Fluoromount (Vectashield® — Mounting Medium fiir
Fluorescence H-1000, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) fixiert und

eingedeckt.

2.4 Auswertung der Flussdaten und der histologischen Analysen

Zur Untersuchung der Genauigkeit der Messmethode im Rahmen der Optimierung
mithilfe der beiden beschriebenen Flussphantome erfolgte eine Messung des Volumens
der Kupfersulfatlosung, welches in einer bestimmten Zeit das Flussphantom durchflief3t,
um so die Geschwindigkeit des Mediums zu bestimmen. Die Zeit, in der ein Volumen
von 100 ml Kupfersulfatlosung das Flussphantom durchfloss, wurde mittels eines
Messzylinders und einer Stoppuhr erfasst. Daraus konnte der Fluss als Volumen pro Zeit

bestimmt werden. Diese Werte wurden mit dem magnetresonanztomographisch
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gemessenen Fluss verglichen. Mittels dieser Methode konnte die Zuverldssigkeit der MR-
Messmethode und die Optimierungsfortschritte validiert werden.

Die magnetresonanztomographisch bestimmten Rohmessdaten wurden aus dem Bruker-
Programm Paravision 4.0 zuerst mittels eines hauseigenen Matlab-Programmes (Matlab,
The MathWorks, Natick, MA, USA) sortiert und in den k-Raum eingeordnet.

Mittels einer Fouriertransformation wurden daraus die Bilddaten rekonstruiert. Diese

stellt sich als fouriertransformierte f'(y) einer Funktion F(x) dar [66]:
- L (~ ixy 4
fO) = =[5, Feedx.
Entsprechend fiir n-dimensionale Funktionen:

f1 Y20 e Vn)
1

(00 (o] .
= — [ U F (1, %y, e, X )t vtz ) g, d x, . dxy,.

-~ (van)"

Umkehrung (inverse Fouriertransformation):

F(x) = 7= |2, f() e™ dy.

AnschlieBend wurden die Daten in das Programm EnSight (CEI Systems, Apex, NC,
USA) exportiert. Dort wurden ausgewéhlte relevante Bereiche in sogenannte ,,Flatfiles*
iiberfiihrt, mittels derer die relevanten Orts- und Geschwindigkeitsdaten in ein auf Matlab
basierendes Programm mit dem Namen ,,Flow Tool“ (Aurelien F. Stalder, 2008),
freundlicherweise bereitgestellt und genehmigt am 08.10.2014 durch die Abteilung fiir
Radiologie — Medizinphysik, Universititsklinikum Freiburg, Freiburg, Deutschland,
exportiert wurden [31].

,Flow Tool* ist ein Programm zur Segmentierung der fiir die Berechnungen relevanten
Bereiche. Die Segmentierung wurde mittels einer B-Spline-Interpolation vorgenommen
[31]. AuBerdem ermoglichte es eine Berechnung der Flussparameter und der

Wandschubspannung anhand von Geschwindigkeitsvektoren zur Beurteilung der
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Flussparameter und der Wandschubspannung zu den MR-Messzeitpunkten [31]. Eine
detaillierte Ubersicht iiber die Funktionsweise von ,,Flow Tool“ ist in [31] zu finden. In

Abb. 23 sind exemplarisch Flussprofile und Flusskarten von ApoE”-Miusen dargestellt.

“

28

28

os

Abb. 23: Flussprofile und -karten

Exemplarische Darstellung von Flussprofilen (A), erstellt mit ,Flow Tool“ [31], sowie
Flusskarten (B), erstellt mit Matlab (The MathWorks, Natrick, MA, USA), von ApoE'/ " Maiusen.
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Die Auswertung der histologischen Schnitte zur Quantifizierung der Wanddicke erfolgte
mittels des Programms Image J (Version 1.43m, National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA). Zunichst wurde eine individuelle Skalierung je nach verwendeter
Vergroflerung gewihlt. AnschlieBend erfolgte die Segmentierung des inneren und
duBeren Lumens des Aortenquerschnittes zur Bestimmung der Wandfliche in mm?
(duBere Lumenfliche minus innere Lumenfliche). AuBlerdem wurde die
MaBstabmarkierung auf den histologischen Schnitten mittels des oben genannten

Programmes Image J vorgenommen.

2.5 Statistische Auswertung

Die Variablen wurden als Mittelwert + Standardabweichung (Bandbreite) oder als
Median (Interquartile Bandbreite, Bandbreite) beschrieben. Die Testung auf
Normalverteilung erfolgte mittels des Shapiro-Wilk-Tests. Die Testung auf Homogenitit
erfolgte mit dem Levene-Test. Die statistische Signifikanztestung zwischen der Western-
Didt-Gruppe und der Chow-Didt-Gruppe wurde bei einer vorliegenden Normalverteilung
mit dem t-Test und bei einer nicht bestehenden Normalverteilung mit dem Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt. Eine statistische Testung innerhalb der individuellen
Gruppe erfolgte aufgrund der limitierten Tierzahl nicht. Ein p Wert von <0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen. Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit SPSS
Version 25 (° IBM Corporation 1989, 2017). Einzelne Abbildungen (Abb. 24 und 26)
wurden mittels Excel (©2019 Microsoft, Redmond, WA, USA) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung der Messmethode

3.1.1 Flussphantom 1 mit einem Innendurchmesser von 4 mm

Bei der Verwendung der Zahnradpumpe ergaben sich fiir das Flussphantom mit einem

Innendurchmesser von 4 mm die in Tabelle 3 dargestellten Werte.

Tabelle 3: Volumenmessungen des Flussphantoms 1
Der Schlauchdurchmesser des Flussphantoms 1 betrug 4 mm.

Volumen V [ml] Zeit t [s] Fluss V/t [ml/s]
100 34,18 2,926
100 34,65 2,886
100 33,92 2,948
100 34,15 2,928
100 35,53 2,815
100 33,49 2,986
100 33,83 2,956
100 35,28 2,834
100 34,54 2,895

Im Mittel ergab sich dabei ein Wert von (2,911 + 0,054) mTl .

Bei dem in der Schlauchschlaufe nach oben gerichteten Fluss ergaben sich
magnetresonanztomographisch an den verschiedenen MR-Analyseebenen die in Tabelle
4 dargestellten Werte und bei dem nach unten gerichteten Fluss die in Tabelle 5 gezeigten

Werte.
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Tabelle 4: MR-bestimmte Flusswerte des Flussphantoms 1
Die Flusswerte wurden in der Spule in der nach oben gerichteten Schlauchschlaufe mit einem
Innendurchmesser von 4 mm bestimmt.

MR-Analyseebene Durchmesser [mm] Fluss [ml/s]

+4 3,870 2,858
+3 3,897 2,996
+2 3,875 3,096
+1 3,877 3,081

0 3,861 3,151

-1 3,891 2,882

-2 3,894 2,882

-3 3,888 2,946

-4 3,868 2,916

Als Mittelwert ergab sich (2,979 + 0,101) mTl

Tabelle 5: MR-bestimmte Flusswerte des Flussphantoms 1
Die Flusswerte wurden in der Spule in der nach unten gerichteten Schlauchschlaufe mit einem
Innendurchmesser von 4 mm bestimmt.

MR-Analyseebene Durchmesser [mm] Fluss [ml/s]

+4 3,838 2,944
+3 3,846 2,722
+2 3,851 2,661
+1 3,870 2,652

0 3,922 2,562

-1 3,880 2,835

-2 3,853 2,809

-3 3,884 2,870

-4 3,842 2,689

Als Mittelwert ergab sich (2,749 + 0,115) mTl
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Insgesamt zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der Flusswerte, die mittels einer
Volumenmessung und magnetresonanztomographisch bestimmt wurden. Daher konnten
die Messungen mit den gewéhlten Messparametern fiir eine weitere Optimierung des

zweiten Flussphantoms verwendet werden.

3.1.2  Flussphantom 2 mit einem Innendurchmesser von 1 mm

Mit einem zweiten Flussphantom mit einem Innendurchmesser von 1 mm wurden erneute

Volumenmessungen durchgefiihrt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Volumenmessungen des Flussphantoms 2
Der Durchmesser des verwendeten Schlauches betrug 1 mm.

Volumen V [ml] Zeit t [s] Fluss V/t [ml/s]
100 456,62 0,219
100 452,49 0,221
100 450,45 0,222
100 454,55 0,220
100 446,43 0,224
100 456,62 0,219
100 452,49 0,221
100 458,72 0,218
100 446,43 0,224
100 462,96 0,216

Als Mittelwert ergab sich (0,220 + 0,003) mTl

Es erfolgte auch hier eine Flussbestimmung mittels MRT (Tabelle 7).
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Tabelle 7: MR-bestimmte Flusswerte des Flussphantoms 2
Der Innendurchmesser des verwendeten Schlauches betrug 1 mm und entspricht dem
Aortendurchmesser einer Maus.

MR-Analyseebene Durchmesser [mm] Fluss [ml/s]
1 0,975 0,206
2 0,972 0,216
3 0,968 0,220
4 0,978 0,216

Die Messung ergab einen Mittelwert von (0,215 + 0,003) mTl

Nach zahlreichen Phantommessungen und Optimierungen ergab sich eine gute
Reproduzierbarkeit der Flussmessung. Insgesamt wurden mit beiden beschriebenen
Flussphantomen iiber 50 Phantommessungen vorgenommen. Erst nach erfolgter
Ubereinstimmung der Flusswerte mit den jeweiligen Volumenmessungen wurden die
magnetresonanztomographischen Untersuchungen mit den optimierten Messparametern

an Mausen durchgefiihrt.
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3.2 Anwendung an C57bl/6 Miusen

Nach erfolgter Optimierung der 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-
Phasenkontrast-Flusskodierung an den zwei oben beschriebenen Flussphantomen
erfolgte die magnetresonanztomographische Bestimmung der Wandschubspannung
(WSS) und des Oszillatorischen Scherindex (OSI) an C57bl/6 Miusen. Dabei ergab sich
insgesamt ein tendenziell gegensétzlich korrelierender Verlauf zwischen WSS und OSI.
Die WSS-Werte zeigten sich leicht steigend im Verlauf des Aortenbogens mit den
hochsten WSS-Werten in der abdominellen Aorta, wohingegen an dieser Stelle die
niedrigsten OSI-Werte zu verzeichnen waren. Bei hohen WSS-Werten zeigten sich

tendenziell niedrige OSI-Werte und vice versa (Abb. 24).

A 40 40 B 40 40
30 30 30 30
7] = 7] —
7] 7] ] 7]
20 20 3 20 20 3
10 10 10 10
0 0 0 0
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
MR-Analyseebene MR-Analyseebene
C 40 40 D 40 40
30 30 30 30
3 3 3 @
@ 20 203 2 20 20 3
10 10 10 10
0 0 0 0
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
MR-Analyseebene MR-Analyseebene

Abb. 24: WSS- und OSI-Werte der C57bl/6 Miuse
Der Verlauf der WSS-Werte (in N/m?, blau) und der OSI-Werte (in %, rot) zeigte sich bei den
exemplarisch dargestellten Messungen der C57bl/6 Mause tendenziell gegensétzlich (A-D).
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3.3 Ergebnisse der longitudinalen Kleintierstudie

3.3.1 Allgemeine Studienergebnisse

In der folgenden Tabelle 8 sind die einzelnen ApoE”- Miuse iiber den Studienzeitraum
von 12 Wochen mit den jeweiligen Messungen und Organentnahmen dargestellt. Eine

Maus (Maus Nummer 19) verstarb wahrend der MR-Messung.

Tabelle 8: Ubersicht der Messungen und Organentnahmen der ApoE" Miuse

Maus- 1. Messzeitpunkt 2. Messzeitpunkt 3. Messzeitpunkt

nummer (1 Woche) (8 Wochen) (12 Wochen)
Western 1 M M M > OE
Diat 2 M M M > OE

3 M M M

4 M M M > OE

5 M > OE

6 M M

7 M M > OE

8 M M

9 M > OE

10 M M

11 M -> OE

12 M M
Chow 13 M M M
Diat 14 M M M

15 M M M

16 M -> OE

17 M M M > OE

18 M > OE

19 M - Exitus

20 M -> OE

M = Messung, OE = Organentnahme, Exitus = Tod wéhrend des Versuchs.
Das Korpergewicht der ApoE”~ Miuse zu den drei Messzeitpunkten ist in der

nachfolgenden Tabelle 9 aufgefiihrt. Zum ersten Messzeitpunkt wurde das Gewicht aus

Griinden des Tierschutzes nur bei den Tieren bestimmt, die im Rahmen der MR-Messung
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eine Narkose und damit auch eine Ohrmarkierung zur eindeutigen Identifikation
erhielten.

-

Tabelle 9: Korpergewicht der ApoE™ Miuse zu den drei Messzeitpunkten

Gewicht [g]
Maus-
nummer
1. Messzeitpunkt 2. Messzeitpunkt 3. Messzeitpunkt
(1 Woche) (8 Wochen) (12 Wochen)

Western 1 20,8 23,7 249
Diat 2 20,0 246 288

3 20,3 23,9 25,3

4 20,1 22,8 26,4

5 20,2

6 23,9 26,9

7 241 26,3

8 25,8 28,7

9 242

10 21,0 22,8

1 22,9

12 22,7 24,4
Chow 13 17,3 21,7 22,1
Diat 14 18,2 218 226

15 15,7 19,9 21,2

16 17,6

17 18,4 22,5 24,2

18 20,2

19 22,5

20 20,6

In Tabelle 10 und in Abb. 25 zeigt sich, dass sowohl die Tiere der Western-Didt-Gruppe
als auch die der Chow-Diét-Gruppe eine Gewichtszunahme iiber die drei Messzeitpunkte
aufwiesen. Bei den Tieren der Chow-Diét-Gruppe konnte eine weniger ausgeprégte und
langsamere Gewichtszunahme nachgewiesen werden. Die Tiere der Western-Diét-

Gruppe zeigten ein signifikant hoheres Gewicht im Vergleich zur Chow-Diét-Gruppe.
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Tabelle 10: Korpergewicht der ApoE” Miiuse nach Diiitgruppen
Die Tabelle zeigt den Vergleich des Korpergewichtes der Tiere der Western-Diét- und der
Chow-Diit-Gruppe zu den drei Messzeitpunkten.

Western Diat Chow Diat p Wert?
(n=12) (n=8)
Gewicht [g] 1 Woche 20,3+0,3 174+11 0,003
(20,0-20,8) (15,7-18,4)
(n=5) (n=5)
8 Wochen 23,6+1,2 21,3+11 0,001
(21,0-25,8) (19,9-22,5)
(n=11) (n=7)
12 Wochen 26,1+2,0 225+1,3 0,004
(22,8-28,8) (21,2-24,2)
(n=9) (n=4)

Mittelwert + Standardabweichung (Spannweite). * Vergleich zwischen Western-Diét- und Chow-Diét-
Gruppe.

p:0,004 Gewicht (g), 1 Woche
30 [ Gewicht (g), 8 Wochen

[ l M Gewicht (g), 12 Wochen

28

26
p=0,001

24 I

-

22 p=0,003

i
-

20

18

16 _|_

Western Diat Chow Diat

Abb. 25: Darstellung des Gewichtsverlaufs der ApoE” Miuse
Das Gewicht (in g) wurde zwischen den Gruppen mit Western Didt und Chow Didt zu jedem
Messzeitpunkt verglichen.
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3.3.2 Ergebnisse der Wandschubspannung

Die iiber den Ort und die Zeit gemittelten Wandschubspannungswerte der 20 ApoE™
Maiuse wurden, aufteilt in eine Western-Didt-Gruppe und eine Chow-Didt-Gruppe, zu den
drei Messzeitpunkten (nach 1 Woche, 8 Wochen und 12 Wochen) an den vier MR-
Analyseebenen (Abb. 19) gegeniibergestellt (Tabelle 11, Abb. 26 und 27).

Die Bestimmung der Wandschubspannung war in 96 % der gemessenen MR-
Analyseebenen (157 von 164) mdglich. Griinde fiir eine fehlende Auswertbarkeit waren
unter anderem sich verschlechternde in vivo Messbedingungen der Méuse, insbesondere
eine Anderung der Atem- und Herzfrequenz oder eine Positionsinderung des

Messobjektes in der Spule wihrend der Messung.
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Tabelle 11: WSS-Werte der ApoE”~ Miiuse
Die Aufteilung erfolgte nach Messzeitpunkten, MR-Analyseebenen und Didtgruppen.

Messzeitpunkt WSS [N/m?] p Wert?
Western Diat Chow Diat
(n=12) (n=8)
MR-Analyseebene 1 1 Woche 15,7 14,3 0,29
(13,6-18,3, (13,4-15,7,
13,2-19,9) 12,6-16,6)
(n=5) (n=5)
8 Wochen 14,7 14,2 0,27
(14,3-16,9, (13,9-15,3,
13,7-20,9) 13,8-16,1)
(n=11) (n=6)
12 Wochen 18,2 17,7 0,87
(17,8-18,6, (15,9-22,7,
16,6-19,8) 15,8-23,9)
(n=8) (n=4)
MR-Analyseebene 2 1 Woche 16,5 18,4 0,32
(15,1-19,0, (16,8-19,5,
15,0-19,3) 15,6-20,2)
(n=5) (n=5)
8 Wochen 17,8 16,1 0,04
(16,6-19,5, (14,4-16,9,
14,0-20,3) 14,2-18,4)
(n=10) (n=7)
12 Wochen 19,8 18,9 0,30
(17,3-22,9, (16,8-20,4,
16,8-23,8) 16,5-20,4)
(n=9) (n=4)
MR-Analyseebene 3 1 Woche 17,9 18,7 0,50
(14,7-18,1, (14,5-21,4,
14,3-18,1) 13,9-21,5)
(n=5) (n=4)
8 Wochen 17,3 16,4 0,28
(14,2-18,6, (13,8-16,8,
12,7-23,6) 13,8-17,6)
(n=10) (n=7)
12 Wochen 17,1 18,0 0,53
(15,7-18,6, -
14,0-20,0)
(n=9) (n=4)
MR-Analyseebene 4 1 Woche 17,6 171 0,66
(14,5-19,3, (15,3-20,8,
14,3-20,7) 14,1-21,9)
(n=5) (n=5)
8 Wochen 17,9 16,7 0,71
(15,9-18,8, (15,1-18,8,
11,6-22,0) 11,6-22,4)
(n=11) (n=7)
12 Wochen 23,2 25,5 0,81
(17,6-26,6, -
14,4-29,0)
(n=9) (n=3)

Median (Interquartilen-Spannweite, Spannweite). * Vergleich zwischen Western Didt und Chow Diit.

48



Ergebnisse

A 34
30
26
3 22
=
18
14
10
1 2 3 4
MR Analyseebene
B 34
30
26
9’ 22
s
18 L
14 ¢ !
10
1 2 3 4
MR Analyseebene

Median mit 95 % Konfidenzintervall.

Abb. 26: WSS-Verlauf der ApoE” Miiuse
WSS-Verlauf (in N/m?) der ApoE” Miuse mit Western Diit (A) und Chow Diit (B) nach 1
Woche (blau), 8 Wochen (griin) und 12 Wochen (schwarz).

Die Wandschubspannung in der Western-Didt-Gruppe stieg iiber den Zeitraum von 12
Wochen an, insbesondere an den MR-Analyseebenen 1 und 2 im Aortenbogen (15,7 N/m?
vs. 18,2 N/m? und 16,5 N/m? vs. 19,8 N/m?) und an der MR-Analyseebene 4 in der
thorakalen Aorta (17,6 N/m? vs. 23,2 N/m?). Im Gegensatz dazu zeigte sich die
Wandschubspannung in der Chow-Diidt-Gruppe abnehmend zwischen der ersten und
achten Woche an den MR-Analyseebenen 2 bis 4 (18,4 N/m? vs. 16,1 N/m?; 18,7 N/m?
vs. 16,4 N/m?; 17,1 N/m? vs. 16,7 N/m?) und ansteigend zwischen der achten und
zwolften Woche an den MR-Analyseebenen 1 bis 4 (14,2 N/m? vs. 17,7 N/m?; 16,1 N/m?
vs. 18,9 N/m?; 16,4 N/m? vs. 18,0 N/m?; 16,7 N/m? vs. 25,5 N/m?), wie in Tabelle 11 und
Abb. 26 dargestellt.
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Im Vergleich der Western-Didt-Gruppe und der Chow-Diét-Gruppe (Abb. 27) zeigte sich
am zweiten Messzeitpunkt (nach 8 Wochen) an der MR-Analyseebene 2 in der Chow-
Didt-Gruppe eine signifikant niedrigere Wandschubspannung (17,8 N/m? vs. 16,1 N/m?,
p=0,04).

30 Chow Di 30 Chow Diit
Western Diat M Western Di
p=0.04

20 :|: 20 :[ I
" ©
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= :I: T = I

10 10

o o

1 Woche 8 Wochen 12 Wochen 1 Woche 8 Wochen 12 Wochen
Messzeitpunkt Messzeitpunkt

WSS
-

8 Wochen 12 Wochen 1 Woche 8 Wochen 12 Wochen
M

Messzeitpunkt esszeitpunkt

Median mit 95 % Konfidenzintervall.

Abb. 27: WSS-Verlauf der ApoE"~ Miuse

Die WSS (in N/m?) der jeweiligen MR-Analyseebenen wurde im Rahmen der longitudinalen
Kleintierstudie nach 1 Woche, 8 Wochen und 12 Wochen aufgetragen. A: MR-Analyseebene 1,
B: MR-Analyseebene 2, C: MR-Analyseebene 3, D: MR-Analyseebene 4.
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3.3.3 Histologische Ergebnisse

Die histologischen Schnitte wurden mit einer HE-Firbung, Elastika-van-Gieson-Farbung
und CD68-Antikorperfarbung angefdrbt. Zur Analyse der Plaqueformationen und der

Elastinfragmentierungen wurden die Elastika-van-Gieson gefarbten Schnitte verwendet.

3.3.3.1 Erster Messzeitpunkt, ApoE” Miuse gefiittert mit Western Didt

Abb. 28 und 29 stellen die histologischen Analysen der Maus Nummer 5 am ersten
Messzeitpunkt nach einer Woche Western Diét dar. Es konnten keine histologischen
Plaqueformationen nachgewiesen werden. Eine leichte Auffiederung der Wand mit

einzelnen Elastinfragmentierungen ist in den Detailaufnahmen ersichtlich (Abb. 29).
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Abb. 28: Histologische Darstellung der Aorta

Ubersichtsdarstellung der Aorta (A-C) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts);
Maus Nummer 5; Western Didt; 25-fache Vergroferung (A und B) und 50-fache VergroBerung
(C); Elastika-van-Gieson-Férbung.
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c

Abb. 29: Detaildarstellung der Aortenwand
Schnitt im Aortenbogen und in der thorakalen Aorta; Maus Nummer 5; Western Diét; 400-fache
VergroBerung (A und B) und 200-fache Vergrofierung (C); Elastika-van-Gieson-Farbung.
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3.3.3.2 Erster Messzeitpunkt, ApoE”~ Miuse gefiittert mit Chow Diét

In Abb. 30 und 31 werden die histologischen Schnitte der Maus Nummer 16 zum ersten
Messzeitpunkt nach einer Woche Chow Diit dargestellt. Es zeigten sich ebenfalls keine

Plaqueformationen, wenig Wandauffiederung und keine Elastinfragmentierungen.

Abb. 30: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A-C) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 16; Chow Diit; 50-fache Vergroflerung (A), 25-fache Vergrofierung (B) und 100-fache
VergroBerung (C); Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 31: Detaildarstellung der Aortenwand
Maus Nummer 16; Chow Diit; 400-fache VergroBerung (A-C); Elastika-van-Gieson-Farbung.
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3.3.3.3 Zweiter Messzeitpunkt, ApoE”~Miuse gefiittert mit Western Diit

In den histologischen Analysen der Maus Nummer 11 nach 8 Wochen Western Diét
zeigten sich bereits im Aortenbogen moderate Plaqueformationen, sowie in der
aufsteigenden Aorta ascendens zusdtzlich Elastinfragmentierungen (Abb. 32). In den
histologischen Schnitten der Maus Nummer 9 (Abb. 33) konnte eine grofle
Plaqueformation im absteigenden Teil der Aorta descendens nach dem Ubergang aus dem
Aortenbogen nachgewiesen werden, die den GefdBquerschnitt um ca. 75 % einengte
(Abb. 33B). Es waren aullerdem kleinere Plaqueformationen sowie eine Auffiederung

der GefaBBwand mit Elastinfragmentierungen ersichtlich (Abb. 34).

RS

B 200um

D  200pm

QG

Abb. 32: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A-D) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 11; Western Diét; 50-fache VergroBerung (A) und 25-fache VergroBerung (B-D);
Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 33: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A-C) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 9; Western Diit; 50-fache VergroBerung (A und C) und 25-fache Vergrofierung (B);
Elastika-van-Gieson-Farbung.

Abb. 34: Detaildarstellung der Elastinfragmentierungen
Kleine Plaqueformationen und Elastinfragmentierungen (mit schwarzen Pfeilen markiert); Maus
Nummer 9; Western Diit; 400-fache VergroBerung (A-F); Elastika-van-Gieson-Féarbung.
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3.3.3.4 Zweiter Messzeitpunkt, ApoE”- Méuse gefiittert mit Chow Diét

In den Abb. 35 bis 38 sind die histologischen Schnitte der Méuse Nummer 18 und 20
dargestellt. Diese Mduse wurden zu diesem Zeitpunkt seit 8 Wochen mit Chow Diét
geflittert. Es konnten keine Plaqueformationen nachgewiesen werden (Abb. 35 und 37).
Es zeigte sich ausschlieflich eine leichte Auffiederung der GefiBlwand mit

Elastinfragmentierungen (Abb. 36 und 38).

200 pm

Abb. 35: Histologische Darstellung der Aorta
Darstellung der Aorta (A) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 18; Chow Didt; 50-fache VergroBerung (A); Elastika-van-Gieson-Férbung.

Abb. 36: Detaildarstellung der Wandmorphologie
Wandauffiederungen (mit schwarzen Pfeilen markiert); Maus Nummer 18; Chow Diit; 200-fache
VergroBerung (A-D); Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 37: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A-D) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 20; Chow Diit; 50-fache Vergroflerung (A), 25-fache Vergrofierung (B) und 100-fache
VergroBerung (C und D); Elastika-van-Gieson-Féarbung.

Abb. 38: Detaildarstellung der Aortenwand
Wandauffiederungen; Maus Nummer 20; Chow Diét; 200-fache VergrofSerung (A-D); Elastika-
van-Gieson-Farbung.
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3.3.3.5 Dritter Messzeitpunkt, ApoE”- Miuse gefiittert mit Western Diét

Zum dritten Messzeitpunkt nach 12 Wochen fettreicher Western Diét zeigten die Miuse
Nummer 1, 2, 4 und 7 grof3e Plaqueformationen sowohl im Aortenbogen als auch in den
auf- und absteigenden Teilen der Aorta. Hervorzuheben ist, dass die Plaqueformationen
vor allem an der kleinen Kurvatur der Aorta lokalisiert waren (Abb. 39 - 46). Weiterhin
zeigten sich eine Auffiederung der Wand sowie Elastinfragmentierungen (Abb. 40, 42,
44 und 46).
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Abb. 39: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A-D) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 1; Western Diidt; 50-fache VergroBerung (A), 25-fache VergroBerung (B und C) und
100-fache VergroBerung (D); Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 40: Detaildarstellung der ausgepriigten Plaqueformationen

Elastinfragmentierungen und Plaqueformationen (mit schwarzen Pfeilen markiert); Maus
Nummer 1; Western Didt; 100-fache VergroBerung (A) und 200-fache VergroBerung (B-F);
Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 41: Histologische Darstellung der Aorta
Darstellung der Aorta (A-C) mit schematischer Darstellung der Schnittfithrung (rechts); Maus

Nummer 2; Western Diét; 100-fache Vergrofierung (A und B) und 50-fache VergroBerung (C);
Elastika-van-Gieson-Farbung.

Abb. 42: Detaildarstellung der ausgepriigten Plaqueformationen
Plaqueformationen (mit schwarzen Pfeilen markiert); Maus Nummer 2; Western Diét; 100-

fache VergroBerung (A), 200-fache VergroBerung (B-E) und 400-fache VergroBerung (F);
Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 43: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A-E) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 4; Western Diét; 50-fache VergroBerung (A und C-E) und 25-fache VergroBerung (B);
Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 44: Detaildarstellung der ausgepriigten Plaqueformationen

Elastinfragmentierungen und Plaqueformationen (mit schwarzen Pfeilen markiert); Maus
Nummer 4; Western Didt; 400-fache VergroBerung (A, C-F) und 200-fache Vergroferung (B);
Elastika-van-Gieson-Farbung.
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Abb. 45: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A und B) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 7; Western Diét; 25-fache VergroBerung (A) und 100-fache VergroBerung (B); Elastika-
van-Gieson-Farbung.

Abb. 46: Detaildarstellung der ausgepriigten Plaqueformationen
Elastinfragmentierungen und Plaqueformationen (mit schwarzen Pfeilen markiert); Maus
Nummer 7; Western Didt; 200-fache VergroBerung (A-F); Elastika-van-Gieson-Féarbung.
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3.3.3.6 Dritter Messzeitpunkt, ApoE”- Miuse gefiittert mit Chow Diét

Die histologischen Analysen der Maus Nummer 17 zeigten am dritten Messzeitpunkt
nach 12 Wochen Chow Didt im Gegensatz zur oben beschriebenen
hochcholesterinhaltigen Diét nur sehr kleine Plaqueentwicklungen, die iiberwiegend im
Aortenbogen zu verzeichnen waren (Abb. 47). Die GefdBwénde stellten sich aufgefiedert

mit Elastinfragmentierungen dar (Abb. 48).
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Abb. 47: Histologische Darstellung der Aorta

Darstellung der Aorta (A-D) mit schematischer Darstellung der Schnittfiihrung (rechts); Maus
Nummer 17; Chow Didét; 25-fache VergroBerung (A) und 50-fache VergroBerung (B-D); Elastika-
van-Gieson-Férbung.
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Abb. 48: Detaildarstellung der kleinen Plaqueformationen
Wandauffiederung, Elastinfragmentierungen und Plaqueformationen (mit Pfeilen markiert);
Maus Nummer 17; Chow Diit; 400-fache VergroBerung (A-D); Elastika-van-Gieson-Farbung.
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3.3.3.7 Zusammenfassung der histologischen Ergebnisse

Abschlieflend lassen sich die Ergebnisse der histologischen Analyse, wie in Tabelle 12

dargestellt, zusammenfassen.

Tabelle 12: Ubersicht der histologischen Analysen

Diattyp Art der Lasion 1 Woche 8 Wochen 12 Wochen

Western Didt | Keine Lasion +++
Elastinfragmentierungen + ++ +++
Kleine Plagueformationen ++ +++
GrolRe Plaqueformationen + ++

Chow Diat Keine Lasion +++ ++
Elastinfragmentierungen + ++
Kleine Plagueformationen +
GroRe Plagueformationen

+ = leichte Auspragung, ++ = mittelschwere Ausprigung, +++ = schwere Auspriagung.
erginzenden Beurteilung der Plaquemorphologie wurde eine CD68-

Zur

Antikorperfarbung in ausgewdhlten histologischen Schnitten zur fluoreszierenden

Féarbung der Makrophagen in den Plaqueformationen vorgenommen. Dabei zeigte sich

bei der Analyse der Mausaorta der Maus Nummer 7 am dritten Messzeitpunkt nach 12

Wochen Western Diét eine stark ausgepragte Plaquebildung, dargestellt durch eine
Blaufiarbung der GefaBwand und einer Griinfarbung der Makrophagen (Abb. 49).
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Abb. 49: CD68-Antikorperfirbung eines Aortenquerschnittes
Plaqueformationen (mit einem weillen Pfeil markiert); Maus Nummer 7, nach 12 Wochen
Western Diét; 100-fache Vergroerung (A-C); CD68-Antikdrperfarbung.
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4 Diskussion

Durch die Anwendung der 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-
Phasenkontrast-Flusskodierung war es erstmals am 17,6 Tesla
Magnetresonanztomographen moglich, die Wandschubspannung in der Aorta der Maus
in vivo zu quantifizieren. Die Optimierung und Validierung der Messmethode erfolgte
anhand von Flussphantomen und C57bl/6 Maiusen. Bei der
magnetresonanztomographischen Untersuchung der C57bl/6 Maéuse konnte eine
gegensitzliche Tendenz der WSS und des OSI nachgewiesen werden. In der
durchgefiihrten randomisierten sequentiellen Kleintierstudie mit ApoE”- Mausen stieg die
Wandschubspannung in der Western-Didt-Gruppe iiber einen Zeitverlauf von 12
Wochen. Histologische Analysen zeigten iiber diesen Zeitverlauf eine Zunahme der
Plaquelast mit zunehmenden Elastinfragmentierungen. In der Chow-Didt-Gruppe
hingegen konnte eine sinkende Wandschubspannung am zweiten Messzeitpunkt und eine
steigende am dritten Messzeitpunkt festgestellt werden. Eine atherosklerotische
Plaqueentwicklung wurde am dritten Messzeitpunkt nachgewiesen, allerdings weniger

stark ausgeprégt als in der Western-Diét-Gruppe.

Die Untersuchung der Pridiktorstellung der WSS in Bezug auf die atherosklerotische
Plaqueentwicklung mit der Quantifizierung der WSS in der Aorta der Maus mittels 17,6
Tesla MRT war bisher nicht moglich. Ein GroBteil der WSS-Bestimmungen erfolgte
anhand von Flusssimulationen [67-69]. Die Untersuchungen sowohl an gesunden
humanen Probanden [31, 44, 48] als auch am Mausmodell [45-47] wurden mittels
Ultraschall, Computertomographie oder Magnetresonanztomographie vorgenommen.

In dieser Arbeit wurde die 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-
Phasenkontrast-Flusskodierung optimiert und validiert, die eine Erfassung der
Flussparameter herzfrequenz- und atemfrequenzgetriggert am 17,6 Tesla
Magnetresonanztomographen ermdglichte. Allerdings ergaben sich Herausforderungen
bei einer eingeschriankten ortlichen und zeitlichen Auflésung aufgrund des SNR [31]. Im

Rahmen der Optimierung musste daher eine moglichst kurze Messzeit bei einer moglichst
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hohen Auflésung und ausreichendem SNR angestrebt werden, um die MR-Messungen in
vivo durchfiihren und die WSS auswerten zu konnen. Zur Einhaltung einer gleichméfigen
Triggerung musste durch die individuelle Anpassung der Isoflurandosis unter
kontinuierlicher Vitalparameterkontrolle eine stabile Herz- und Atemfrequenz der Méause
generiert werden. Dies verminderte aullerdem die Artefaktbildung und ermoéglichte
dadurch eine gute Bildqualitdt. Isofluran wurde zur Narkotisierung der Tiere verwendet,
da Janssen et al. zeigten, dass Isofluran unter den verwendbaren Anisthetika die
geringsten Auswirkungen auf die Vitalparameter der Versuchstiere aufweist [70]. Nach
Abschluss der Optimierung erfolgte die Planung und Durchfiihrung einer randomisierten
sequentiellen in vivo Kleintierstudie im Sinne einer Machbarkeitsstudie zur weiteren
Untersuchung der Pridiktorstellung der WSS in Bezug auf die atherosklerotische
Plaquebildung und zur Testung der Durchfiihrbarkeit einer sequentiellen Messreihe
mittels der optimierten Messmethode. Fiir diese Kleintierstudie wurden zur
Beantwortung der bestehenden Fragestellung ApoE”~ Miuse verwendet, die aufgrund
ihrer Genetik zur Plaquebildung neigen [58, 59]. Diese Tiere wurden sowohl in der
Kontroll- als auch in der Studiengruppe verwendet, um eine gute Vergleichbarkeit der
Aortenanatomie zu ermdglichen [71]. Eine Limitation dieser Kleintierstudie stellt die
Anzahl der Méuse dar, welche aufgrund der Durchfiihrung einer Machbarkeitsstudie und
des bestehenden Tierschutzantrages begrenzt war. Die ungleiche randomisierte
Gruppenaufteilung in 12 und 8 Maiuse wurde aufgrund der erwarteten hoheren
Sterbeneigung in der Western-Didt-Gruppe infolge der hohen Cholesterinwerte gewéhlt
[72]. Zu jedem Zeitpunkt wurde eine definierte Anzahl von Maiusen -einer
Aortenentnahme und einer histologischen Analyse zugefiihrt, was zu einer weiteren
Verringerung der Anzahl der Méuse zu jedem Messzeitpunkt fithrte. Zum ersten
Messzeitpunkt wurde nur ein Teil der Miuse einer Messung zugefiihrt. Dies war auf die
zu erwartenden nicht signifikanten Unterschiede der Messparameter in dem verwendeten
Mausmodell zuriickzufiihren, wie bereits in den Messungen der Flussparameter durch
Gotschy et al. zum ersten Messzeitpunkt gezeigt wurde [72]. Desweiteren wurden im
Rahmen des Tierschutzes unndtige MR-Messungen und damit verbundene

Narkotisierungen der Tiere vermieden. Aufgrund der Verwendung einer 2D-
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Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-Phasenkontrast-Flusskodierung
erfolgte die WSS-Bestimmung nur an vordefinierten Messebenen orthogonal zur
Blutflussrichtung im Gefd, wohingegen die histologischen Schnitte horizontal zum
Einbettungsblock durchgefiihrt wurden. Eine Untersuchung der Korrelation erfolgte
anhand anatomischer Landmarken. Eine 3D-Bildgebung wiirde den Vorteil einer frei
wihlbaren WSS-Bestimmung bieten. Stalder et al. zeigten jedoch, dass in einer 3D-
Messmethode die Bestimmung der WSS an beliebigen Lokalisationen der Aorta moglich
ist, die Werte allerdings im Vergleich zu einer 2D-Messmethode unterschitzt werden
[31]. Diese Problematik konnte in den 2D-Messungen dieser Arbeit vermieden werden.

Die Anwendung der Messmethode in stark stenosierten Gefdlen muss aufgrund der
abnehmenden Pixelzahl im Lumen des Gefal3es zur Flussbestimmung diskutiert werden
[31]. Frydrychowicz et al. konnten jedoch zeigen, dass eine Phasenkontrast-
Messmethode auch in stenosierten GefdBabschnitten verwendet werden und valide
Ergebnisse erzielen kann [73].

Die Reproduzierbarkeit der MR-Messungen, insbesondere Messdurchfiihrung,
Priparation, Narkotisierung und Positionierung sowie die histologische Untersuchung
von der Schnittfiihrung und Férbung bis zur Analyse konnte stets durch eine
selbststindige Durchfilhrung gewdhrleistet werden. Die Validitdt des verwendeten
Analysetools wurde bereits in der Literatur gezeigt und zahlreich angewandt [31, 44, 47,

74].

In den ersten in vivo MR-Messungen an C57bl/6 Maiusen konnten tendenziell
gegensitzliche WSS- und OSI-Verldufe nachgewiesen werden, wobei die hochsten WSS-
Werte im Bereich der abdominellen Aorta gezeigt werden konnten. Diese Ergebnisse
zeigten sich kongruent zu bereits erfolgten Messungen an verschiedenen Gefdaen in der
Literatur [75, 76].

Die ApoE” Mause in der Western-Didt-Gruppe wiesen eine im Vergleich zur Chow-Diit-
Gruppe starker ausgepriagte Plaqueentwicklung auf [59]. Die Plaqueformation konnte
histologisch in beiden Gruppen vor allem an der inneren Kurvatur der Aorta und an den

GefdBabgingen nachgewiesen werden, wie bereits mehrfach in der Literatur
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vorbeschrieben [24, 36, 59, 77]. Die Wandschubspannungswerte der mit Western Diét
gefiitterten Méuse zeigten sich im Zeitverlauf steigend mit einer zunehmenden
atherosklerotischen Plaqueentwicklung [36]. In der Gruppe der mit Chow Diit gefiitterten
Miuse konnte interessanterweise am zweiten Messzeitpunkt eine sinkende
Wandschubspannung festgestellt werden; diese kann auf die Futterverinderung vom
Zuchtfutter auf eine Chow Didt mit einem niedrigeren Fettanteil zuriickgefiihrt werden
[7]. Es zeigte sich zum dritten Messzeitpunkt eine steigende Tendenz der
Wandschubspannung, die durch die histologische Analyse mit dem Nachweis von
Elastinfragmentierungen und kleinen Plaques am Aortenbogen bestétigt werden konnte.
Uber den Messzeitraum von 12 Wochen konnte sowohl eine histologisch gemessene
Steigerung  der  GefdBwandfliche als  auch  eine  Steigerung  der
magnetresonanztomographisch bestimmten WSS im Aortenbogen der Western-Diét-
Gruppe nachgewiesen werden. In der Chow-Diidt-Gruppe war sowohl histologisch als
auch in der WSS-Analyse eine Abnahme am zweiten Messzeitpunkt ersichtlich (Abb.
50).
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Abb. 50: Wandfliiche und WSS der ApoE" Miiuse

Die Wandfliche des Aortenbogens (in mm?) (A) und die WSS (in N/m?) im Aortenbogen (MR-
Analyseebene 1 und 2) (B) wurden iiber den Messzeitraum von 12 Wochen in Gegeniiberstellung
der Diétarten aufgetragen.
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Diskussion

In der Literatur konnten bei WSS-Bestimmungen in den murinen Gefdflen 7—12-fach
hohere WSS-Werte als in humanen Gefdlen [77-79] und eine inverse Korrelation des
Korpergewichtes und der WSS-Werte nachgewiesen werden. Eine Maus mit einem
Korpergewicht von 0,03 kg hat siebenfach hohere WSS-Werte als ein Mensch mit einem
Korpergewicht von 60 kg [78]. AuBlerdem wurde gezeigt, dass der Durchmesser der Aorta
die WSS-Werte beeinflussen kann; je kleiner der Aortendurchmesser, desto hoher die
Wandschubspannung [46, 80]. Dies zeigte eine gute Ubereinstimmung mit den in dieser
Arbeit bestimmten WSS-Werten in der murinen Aorta, sowohl in den C57bl/6 Miusen

als auch in den ApoE”" Tieren der longitudinalen Kleintierstudie.
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Zusammenfassung

S Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen, basierend auf atherosklerotischen Plaqueentwicklungen,
stellen die Todesursache Nummer 1 in Deutschland dar. Himodynamische Parameter,
wie die Wandschubspannung, werden als Priadiktoren fiir die atherosklerotische
Plaqueentwicklung diskutiert. Eine Quantifizierung der Wandschubspannung in Gefdfen
erfolgte bereits mittels diverser bildgebender Modalitdten, wie zum Beispiel dem Mikro-
CT oder der MRT, jedoch nicht mittels 17,6 Tesla Ultrahochfeldtomographen in der
Aorta der Maus.

Ziel dieser Arbeit war es daher, eine 2D-Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer
3D-Phasenkontrast-Flusskodierung zu optimieren, zu validieren und am Kleintiermodell
anzuwenden, um die Wandschubspannung in der Aorta der Maus quantifizieren zu
konnen und in der Folge in einer longitudinalen Kleintierstudie die Pradiktorstellung der
Wandschubspannung auf die atherosklerotische Plaqueentwicklung zu untersuchen.

Als Erstes mussten daher Flussphantome erstellt und angewendet werden, um die 2D-
Gradientenecho-Bildgebungsmethode mit einer 3D-Phasenkontrast-Flusskodierung an
die in vivo Messbedingungen der Maus anzupassen. Es erfolgte die Entwicklung eines 4
mm Schlauchmodells mit der Verwendung von Kupfersulfatlosung als FlieBmedium. Als
néchster Schritt wurde ein Flussphantom mit einem 1 mm Schlauch konstruiert, um die
Messmethode weiter an die Bedingungen einer Mausaorta anzupassen.

Nach erfolgter Optimierung der Messmethode anhand von Flussphantomen erfolgte die
Anwendung an C57bl/6 Méiusen, um die Messmethode endgiiltig an die in vivo
Bedingungen anzupassen. Die Messmethode konnte nun zur Quantifizierung der
Wandschubspannung in der Aorta der Maus verwendet werden. Die
Wandschubspannungswerte zeigten sich in der abdominellen Aorta hoher als in der
thorakalen Aorta.

Da ein Zusammenhang der Wandschubspannung mit der atherosklerotischen
Plaqueentwicklung in der Literatur diskutiert wird, wurde in einem néchsten Schritt eine
Kleintierstudie iiber einen Zeitraum von 12 Wochen zur Bestimmung der

Wandschubspannung und der zeitgleichen histologischen Untersuchung der Mausaorten
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Zusammenfassung

im longitudinalen Verlauf geplant. Fiir diese Kleintierstudie wurden ApoE”’" Miuse
verwendet, die in zwei Gruppen, eine Western-Didt-Gruppe und eine Chow-Diét-Gruppe,
randomisiert wurden. Die MR-Messungen erfolgten nach 1 Woche, 8 Wochen und 12
Wochen. Zu jedem Messzeitpunkt wurde eine definierte Anzahl der Tiere einer
histologischen Analyse zugefiihrt. In den histologischen Analysen zeigte sich in beiden
Gruppen eine Zunahme der atherosklerotischen Plaqueentwicklung liber den Zeitverlauf.
In der Western-Didt-Gruppe begann die Plaqueentwicklung und Verdnderung der
Wandmorphologie frither und stellte sich stérker ausgeprigt als in der Chow-Didt-Gruppe
dar. Bei der Messung der Wandschubspannung konnte eine Steigerung in der Western-
Didt-Gruppe nachgewiesen werden, die mit der histologischen Analyse der zunehmenden
Plaqueentwicklung und der GefaBwandflichenzunahme korrelierte. In der Chow-Diit-
Gruppe hingegen zeigte sich am zweiten Messzeitpunkt eine gering fallende
Wandschubspannung, welche am dritten Messzeitpunkt wieder anstieg.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass es mit der optimierten 2D-Gradientenecho-
Bildgebungsmethode mit einer 3D-Phasenkontrast-Flusskodierung erstmals moglich
war, die Wandschubspannung in kleinen Geféllen, wie die einer Maus, mittels eines 17,6
Tesla Ultrahochfeldtomographen zu quantifizieren. Mit der optimierten Messmethode
konnte die Wandschubspannung als Pradiktor der atherosklerotischen Plaqueentwicklung
bestimmt und im longitudinalen Verlauf in einer Kleintierstudie untersucht werden.
Damit wird die Weiterentwicklung zu einer 3D- bzw. 4D-Messmethode der WSS durch
die Arbeitsgruppe (AG Kardiale MRT und Biophysik, Prof. Dr. Dr. W.R. Bauer)

ermoglicht.
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ADMA
arccos
ApoE™"
CD68
cm/s
DAPI
DNA
EKG
engl.
eNOS
EP5

FITC
FOV
g
g/ml
HE
kGy
kJ
LDL

MHz
ml
ml/s
mm
mm
MR
MRI

Asymmetisches Dimethyarginin

Arcuskosinus

Homozygotes knockout Gen fiir Apolipoprotein E
Cluster of differentiation 68

Zentimeter pro Sekunde
4’-6-Diamidin-2-phenylindol

deoxyribonucleic acid (= Desoxyribonukleinsiure)
Elektrokardiogramm

englisch

endotheliale NO-Synthase

Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5 der Julius-Maximilians-
Universitit Wiirzburg

Fluorescein isothiocyanate

Field of View

Gramm

Gramm pro Milliliter

Héamatoylin Eosin

Kilogray

Kilojoule

Low Density Lipoprotein

Messung

Megahertz

Milliliter

Milliliter pro Sekunde

Millimeter

Quadratmillimeter

Magnetresonanz (-tomographisch)

Magnetic Resonance Imaging (= Magnetresonanztomographie)
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MRT
ms
N/m?
NO
NMR
NRS
OE
OSI
PBS
RNA

SNR

t

T

T:
T/m
TE
TR
Hm

v
VENC
WB
WHO
WSS
2D/3D/4D

o

°C

Magnetresonanztomographie

Millisekunde

Newton pro Quadratmeter

Stickstoffmonoxid

nuclear magnetic resonance (= Kernspinresonanz)
Normal Rabbit Serum

Organentnahme

oscillatory shear index (= Oszillatorischer Scherindex)
phosphat buffered saline (= Phosphat-gepufferte Salzlosung)
ribonucleic acid (= Ribonukleinsdure)

Sekunde

signal to noise ratio (= Signal-zu-Rausch-Verhéltnis)
Zeit

Tesla

Spin-Gitter-Relaxationszeit

Tesla pro Meter

echo time (= Echozeit)

repetition time (= Repetitionszeit)

Mikrometer

Volumen

Velocity encoding

Wide-Bore

World Health Organization (= Weltgesundheitsorganisation)
wall shear stress (= Wandschubspannung)
zweidimensional/dreidimensional/vierdimensional
Grad

Grad Celsius
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Anhang 1

Western diet - 0.21 % Cholesterol

HF / High cholesterol diet for mice | corresponds to TD.88137

ssniff

L4

Description

The Western diet contains 21 % butter fat and app. 0.21 % cholesterol (0.15 % supplemented).
This diet will therefore induce hyperlipidemic disorders, hypercholesterolemia and atheroscle-

rosis, i.e. plaque formation, in ApoE- and Ldlr-deficient mice.

P
-

The diet is intended for ad libitum feeding. The animals should have free access to fresh water. S 7y
Gross Energy (GE) 21.8 MJ/kg " Physiological fuel value (. ”
Metabolizable Energy (ME) " 19.1 MJ/kg orrespond to 4,575 kealkg

100%
80% Fat Crude Nutrients [%]
Crude protein (N x 6.25) 17.3
60% Crude fat 21.1
Protein Crude fibre 5.0
40% Crude ash 4.2
Starch 14.4
20% Carbohydrates Sugar 34.3
° N free extracts 49.8
0%
Minerals [%] Amino acids [%] Vitamins per kg
Calcium 0.76 Lysine 1.43 Vitamin A 15,000 U
Phosphorus 0.45 Methionine 0.93 Vitamin Ds 1,500 IU
Ca/P 1.69:1 Cystine 0.07 Vitamin E 150 mg
Sodium 0.24 Met+Cys 1.00 Vitamin K (as MNB) 20 mg
Magnesium 0.10 Threonine 0.76 Thiamine (By) 26 mg
Potassium 0.54 Tryptophan 0.22 Riboflavin (By) 16 mg
Arginine 0.67 Pyridoxine (Bg) 16 mg
Fatty acids [%] Histidine 0.52 Cobalamin (B12) 30 g
C 40 0.80 Valine 1.20 Nicotinic acid 49 mg
C 6:0 0.53 Isoleucine 0.97 Pantothenic acid 55 mg
C 80 0.29 Leucine 1.71 Folic acid 16 mg
C 10:0 0.63 Phenylalanine 0.89 Biotin 300 g
C 12:0 0.72 Phe+Tyr 1.80 Choline 920 mg
C 14:0 2.22 Glycine 0.34
C 16:0 5.60 Glutamic acid 3.88 Trace elements per kg
C 17:0 0.14 Aspartic acid 1.28 Iron 49 mg
C 18:0 2.05 Proline 1.97 Manganese 22 mg
C 20:0 0.04 Serine 1.03 Zinc 41 mg
C 16:1 0.38 Alanine 0.52 Copper 11 mg
C 18:1 4.65 lodine 0.3 mg
C 182 0.38 Selenium 02 mg
C 183 0.11 Cholesterol 2,070 mg/kg

Main products

E15721-34 10 mm pellets

E15721-347 10 mm pellets, y-irradiated 25 kGy
For higher cholesterol additions see E15723-34 /-347

Production and Sale

ssniff Spezialdiaten GmbH
Phone: +49-(0)2921-9658-0
Fax: +49-(0)2921-9658-40
E-Mail mail@ssniff.de
www.ssniff.de / www.ssniff.com

Mit freundlicher Genehmigung durch ssniff Spezialdidten GmbH vom 25.06.2020



Anhang 2

Ratte/Maus - Haltung

Alleinfuttermittel fiir Ratten & Mause

Beschreibung

Dieses Haltungsfuttermittel fir Ratten und Mause ist - aufgrund der niedrigen/mittleren Ener-
giedichte und des extrem niedrigen Nitrosamin-Gehalts - sehr gut flir Langzeitexperimente
geeignet; es wird deshalb seit Jahrzehnten in Tox-Studien (GLP) verwendet.

Dieses Fultter ist zur ad libitum Fiitterung vorgesehen. Den Tieren stets frisches Wasser anbieten

Bruttoenergie (GE)

Umsetzbare Energie (ME) "

100%

80%

60%

40%

20%

0%
Mineralstoffe [%]
Calcium 1,00
Phosphor 0,70
Ca/P 1,43:1
Natrium 0,24
Magnesium 0,22
Kalium 0,92
Fettsduren [%]
C 12:.0
C 14:.0 0,01
C 16:0 0,45
C 18:.0 0,09
C 20:0 0,01
C 16:1 0,01
C 18:1 0,62
C 18:2 1,76
C 183 0,23
Zusammensetzung

16,2 MJ/kg
13,5 MJ/kg

Fett

Protein

Kohlenhydrate

Aminoséauren
Lysin

Methionin
Cystin

Met+Cys
Threonin
Tryptophan
Arginin

Histidin

Valin

Isoleucin
Leucin
Phenylalanin
Phe+Tyr

Glycin
Glutaminsaure
Asparaginsiure
Prolin

Serin

Alanin

Weizen und Weizenprodukte, Sojaprodukte,
Gerste, Mineralstoffe, Haferschalen/-kleie, Zu-
ckerriibenschnitzel, Vitamine & Spurenelemen-

te. L-Lvsin HCI. DL-Methionin.

Hauptprodukte
V1534-000
V1535-000

10 mm Pellets
15 mm Pellets

Abpackung
10 kg
10 kg

[%]
1,00

0,88

1,29

0,82

) = Physiologischer Brennwert (Atwater);

entspricht 3.225 kcal/kg

ME - Schwein = 12,7 MJ/kg  (alt: 12,8 MJ/kg)

Rohnahrstoffe [%]
Rohprotein (N x 6,25) 19,0
Rohfett 3,3
Rohfaser 5,0
NDF 16,9
ADF 71
Rohasche 6,4
Starke 35,9
Zucker 5,4
N freie Extraktstoffe 54,6
Vitamine pro kg
Vitamin A 15.000 IU
Vitamin D3 1.100 U
Vitamin E 110 mg
Vitamin K (als MNB) 7 mg
Thiamin (B+) 18 mg
Riboflavin (B,) 22 mg
Pyridoxin (Be) 21 mg
Cobalamin (Bz) 100 g
Nikotinsaure 115 mg
Pantothenséure 40 mg
Fols&aure 7 mg
Biotin 510 ug
Cholin 1.370 mg
Spurenelemente pro kg
Eisen 189 mg
Mangan 68 mg
Zink 91 mg
Kupfer 15 mg
lod 21 mg
Selen 0,3 mg

Herstellung und Vertrieb
ssniff Spezialdidten GmbH
Telefon: +49-(0)2921-9658-0
Fax: +49-(0)2921-9658-40
E-Mail mail@ssniff.de
www.ssniff.de / www.ssniff.com

Mit freundlicher Genehmigung durch ssniff Spezialdidten GmbH vom 25.06.2020.



Anhang 3

LASvendi...  Acting for the Futuref'm 3

[
Startseite » LAS QCdiets » Qualitat » Produktdesign

= Drucken

Produktdesign
Vergleichbarkeit mit fiihrenden Produkten

Das Design der LASQCdiets® ist vergleichbar mit weltweit flihrenden Produkten und steht in Ubereinstimmung
mit den Bedarfsempfehlungen von Fachgremien. Aufbauend auf den Erfahrungen weltweiter Ziichter wird eine
problemlose Anschlussfiitterung moglich.

Tab: Vergleich LASQCdiets Rod18 mit weltweit fihrenden Produkten.

m Rod18 VRF1 NIH 31 2018 5K52-/67
Lasvendi CRL Taconic Harlan Jackson

18,9 18,9 18,9 18,9 18,5
53 5,0 5,8 5,7 6,2
3,9 5,3 4,0 3,8 4,5
6,9 6,0 7,0 5,9 6,5
1,0 0,9 1,1 1,0 1,1
0,65 0,6 0,95 0,65 0,9

25.000* 25.000* 25.000* 30.000* 20.000*

120* 125+ 50* 125 50*

. Weizen, Weizen,
Weizen . .
. Gerste, Mais, . Weizen,
Ursprung Mais, ) Weizen, .

Mais, Hafer, R X Mais, Hafer,
der Gerste, . ) Mais, Soja, ) )
SR Hafer, o, | Hafer, Soja, | Fisch, Ol, Hefe | Tisch. Soja,

Heiy‘e | Fisch, Ol, Soja, O, ! Ol, Hefe

Hefe Hefe

*autoklavierbar; Produkte bei den GroRziichtern sortiert nach Proteingehalten (absteigend)

Mit freundlicher Genehmigung durch LASvendi vom 23.05.2020.
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