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1. Einleitung

1.1 Anatomie der Arterien

Um eine ausreichende Versorgung der Korperzellen mit Sauerstoff zu gewahrleisten, gibt es
im Korper des Saugetiers ein komplexes GefalRsystem, welches aus drei Komponenten
besteht: Den Arterien, die im grolRen Kreislauf sauerstoffreiches Blut transportieren, dem
Kapillarbett, in dem der Sauerstoffaustausch stattfindet, und den Venen, die das
sauerstoffarme Blut zum Herzen zuruck leiten.

Die grol3en Leitungsgefalle besitzen einen dreischichtigen Wandaufbau (Abb. 1), der zwar in
den Arterien und Venen verschieden stark ausgepragt, aber in beiden zu finden ist.
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Abb. 1: Struktur einer normalen groBen Arterie
Es werden von Innen nach Auflen die Intima mit Endothelschicht, subendothelialem Gewebe und Membrana
elastica interna, die Media bestehend aus glatten Muskelzellen und die Adventitia bestehend aus Kollagen- und

elastischen Fasern unterschieden (Abb. entnommen aus Lusis, Atherosclerosis (1)).

1. Tunica intima (Intima): Die innerste Schicht der grolien Gefal3e ist die Intima. Sie besteht
aus Endothel und einem kollagenreichen subendothelialen Gewebe. Zwischen Endothel und
subendothelialem Gewebe liegt eine Basalmembran. Die Aufgaben der Intima sind vielfaltig.
Zum einen kontrollieren die Endothelzellen den Gas- und Stoffaustausch uber die
Gefallwand, zum anderen beeinflussen sie Uber Mediatoren (z.B. Stickstoff-Oxid NO) die
Kontraktion der glatten Muskelzellen der Tunica media und somit die Dilatation und





Kontraktion des Gefalischlauchs. Daruber hinaus spielt die Intima eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung der Leukozytenmigration und bei der Blutgerinnung. An das subendotheliale
Gewebe schlief3t sich die Membrana elastica interna an, welche die Intima von der Tunica
media abgrenzt.

2. Tunica media (Media): Die Media besteht aus glatten Muskelzellen, Kollagen- und
elastischen Fasern. Im Zusammenspiel mit den Signalen des Endothels beeinflusst sie den
Gefalldurchmesser, den peripheren Widerstand und damit das Flussverhalten des Blutes. Da
in den Arterien ein hoherer Blutdruck als in den Venen herrscht, ist die Schichtdicke der
Media in den Arterien deutlich grofer.

3. Tunica Adventitia (Adventitia): Die aullerste Schicht der Leitungsgefalle ist die Adventitia.
Sie besteht aus Kollagen- und elastischen Fasern, die den Muskelschlauch mit der
Umgebung verankern. AulRerdem enthalt sie sympathische Fasern, die mit ihren
knopfformigen Varikositaten die Media anregen konnen. Zwischen der Media und der
Adventitia liegt die Membrana elastica externa.

In den groRen Arterien verlaufen in Media und Adventitia sogenannte Vasa vasorum, die der
Eigenversorgung der GefalBwand mit Sauerstoff und Nahrstoffen dient. Endothelien und
kleine Gefalie werden direkt Uber das Blut versorgt, welches durch sie hindurchflief3t. (2)

Da im Kapillarbett und dem vendsen Stromgebiet andere Anforderungen an die Gefalde
gestellt werden und andere physikalische Einflisse wirken, unterscheiden sich die Wande
der grol3en Arterien in Dicke, Elastizitdt und Funktionalitat von denen der Kapillaren, Venolen
und Venen. Die Besonderheiten der jeweiligen Wande werden hier nicht nadher beschrieben,
da diese Abschnitte des GefalRsystems nicht von atherosklerotischer Plaquebildung betroffen

sind.

1.2 Atherosklerose und ihre Pathogenese

Das Wort Atherosklerose stammt aus dem Griechischen (arteria-Gefal3, sklérynse-
Verhartung) und beschreibt grundsatzlich die bindegewebige Verhartung von Arterien.

Trotz des Wissens Uber die Pathogenese wund fortlaufender Suche nach
Friherkennungsmethoden und Therapiemethoden ist die Atherosklerose in Europa, den USA
und groRen Teilen von Asien die Erkrankung die zu 50% der Tode pro Jahr fuhrt (3; 4).
Grund hierfir sind die Folgeerkrankungen, die durch einen arteriellen Gefalverschluss
entstehen konnen: Myokardinfarkt, ischamischer Apoplex oder Organischamie mit
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anschlielender Insuffizienz oder Nekrose (z.B. Nierenversagen nach Arteria renalis-
Verschluss).

Die Vorstellung der Pathogenese der Atherosklerose hat sich in den letzten Jahren
gewandelt. Noch vor wenigen Jahrzehnten ging man im Rahmen der Atherosklerose von
einer vaskularen Lipid-Speicherkrankheit aus, wogegen man heute von einem
inflammatorischen Prozess in der Gefallwand ausgeht, der durch Hyperlipidamie begunstigt
wird.

Besteht im Blut ein Uberangebot an low-density Lipoprotein (LDL), welches Cholesterin von
der Leber in den Organismus transportiert (5), kommt es zur Einlagerung von LDL in die
Intima der groRen Gefalle. Pradispositioniert fur die Aufnahme von LDL sind Areale in
Gefallen an denen das Gefal} sich verzweigt oder der laminare Strom aufgehoben ist (6).
Das eingelagerte LDL wird durch die Stoffwechselaktivitat der umliegenden Zellen modifiziert
und somit unter anderem durch Sauerstoffradikale zu ,minimally oxidized LDL" oxidiert (1).
Innerhalb kirzester Zeit folgt eine EntziUndungsreaktion auf den entstandenen Lipidkern (7),
die mit der Ausschuttung von Mediatoren zur Rekrutierung von Makrophagen durch das
Endothel einhergeht (8-11). In der Lasion befinden sich nun LDL und Makrophagen.

Das minimally oxidized LDL wird von weiteren Faktoren, die vom Endothel und den
Makrophagen ausgeschuttet werden, weiter zu ,highly oxidized LDL® oxidiert, welches an
den scavenger-receptor der Makrophagen gebunden und von ihnen phagozytiert werden
kann (12). Das Cholesterin wird in Vakuolen der Makrophagen gespeichert, die nun wegen
ihres charakteristischen Aussehens als Schaumzellen bezeichnet werden. Da die Monozyten
im Lipidkern zum Teil zu Grunde gehen, entsteht ein nekrotischer Kern mit Zelldetritus.

Durch die weitere Ausschuttung von Zytokinen (wie CD40) (13) und Wachstumsfaktoren
durch Schaum- und Endothelzellen, kommt es zur Rekrutierung von glatten Muskelzellen aus
der Media in die Plaque, zur Ausbildung einer fibrotischen Kappe und somit zu einer fokalen
Proliferation, die sich ins Gefalslumen oder in der Gefallwand ausweitet. Die fibrotische
Kappe kann in diesem Fall als protektiv angesehen werden, da sie einer moglichen
Plaqueruptur entgegenwirkt. Deswegen wird diese Plaque als stabile Plaque bezeichnet (1;
14).

Ein weiterer Bestandteil fortgeschrittener Atheroskleroseplaques ist die Kalzifizierung. Sie
wird als aktiver Prozess der Pathogenese angesehen (15) und kann mit verschiedenen
Methoden nichtinvasiver Bildgebung dargestellt werden. Kalzifizierungen einer Plaque
werden im Hinblick auf eine mogliche Plaqueruptur ebenfalls als protektiv angesehen (16).



Existiert eine solche stabile Plaque z.B. in den Koronargefalden kommt es bei Belastung zur
stabilen Angina pectoris, die zwar behandlungsbedurftig, jedoch nicht als akuter Notfall
anzusehen ist.

Kritisch zu betrachten ist die sogenannte vulnerable Plaque. Setzt die Entzindungsreaktion
sich fort, kommt es zur Freisetzung von Matrixmetalloproteasen aus mononuklearen
inflammatorischen Zellen, die unter anderem die fibrotische Kappe angreifen und den Plaque
somit empfindlicher gegenuber Mikrolasionen machen (1; 17). Kommt es zu einer Ruptur der
vulnerablen Plaque, findet durch die extravaskularen Strukturen ausgelost eine
Blutgerinnung statt, die in kurzer Zeit zum vollstandigen Verschluss der Arterie fuhren kann
(Abb. 2). Dies kann ebenfalls auftreten, wenn die Plaque nur ein geringes Volumen bzw.
einen kleinen Prozentteil des Lumens ausgefullt hatte (18; 19). So kommt es zum akuten
Myokardinfarkt oder Apoplex trotz vorheriger Symptomfreiheit.

Die Unterscheidung zwischen einer stabilen und vulnerablen Plaque ist demnach von
besonderer Bedeutung, da nicht nur die Lumeneinengung, sondern vor allem auch die
Zusammensetzung der Plaque, wie der Anteil an Schaumzellen, Kalzifizierungen und die
Dicke der fibrotischen Kappe, daruber Auskunft gibt, wie lebensbedrohlich die Situation flr
einen Patienten aktuell ist.

Infection < % N
| . D Necrotic
core

Tissue factor 4

+PAY Macrophage
Leukocyte adherence 4 ‘e T Cell

) —Q
N/

Collagenases
Gelatinases
Stromolysin
Cathepsins

Abb. 2.: Komplexe Lasionen und Thrombus

Die Vulnerabilitat der Plaque entsteht durch die Auflésung der fibrotischen Kappe durch verschiedene
Proteinasen wie Kollagenase, Gelatinasen, Stromolysinen und Cathepsinen. Ein Mikrotrauma reicht nun aus,
um eine Plaqueruptur zu provozieren. Bei Kontakt der austretenden extravaskularen Matrix der Gefalkwand mit
dem Blut wird das Gerinnungssystem aktiviert, es bildet sich ein Thrombus und es kommt zum raschen

kompletten Lumenverschluss der Arterie (Abb. enthommen aus Lusis, Atherosclerosis (1)).



Der bekannteste naturliche protektive Faktor der atherosklerotischen Erkrankung ist ein
hoher Anteil an high-density Lipoprotein (HDL) im Blut. Seine physiologische Aufgabe ist der
Transport von Cholesterin aus der Peripherie zurlick zur Leber. Es werden mehrere
Mechanismen diskutiert, die zu seiner Protektivitat fUhren. Hierzu zahlt die Fahigkeit in die
und aus der Plaque zu diffundieren und einen reversen Cholesterintransport zu bewirken,
sowie einen direkten Effekt auf Endothelzellen auszulben, indem sie die NO-Produktion
anregen, wodurch die Vasomotorik verbessert wird, und antioxidative Wirkung zu besitzen (1;
20).

Die Risikofaktoren fur die Entstehung von Atherosklerose sind vielfaltig. Die Gefahr resultiert
entweder aus der Gefahrdung des Endothels durch Mikrotraumen oder durch das
ubermaliige Vorhandensein von Cholesterin und low density Lipoprotein (LDL)-Partikeln im
Blut (1).

Klinisch relevante Risikofaktoren sind Hypertonus, Zigarettenrauchen, Diabetes mellitus,
Hypercholesterinamie, Hyperlipidamie, Hyperlipoproteinamie, Bewegungsmangel, Adipositas
und familiare Pradisposition- wie der Genotyp der Lipoproteine (z.B. vermehrt LDL,
vermindert HDL).

Die Plaquebildung ist bis zu einem gewissen Grad reversibel. Der Durchmesser der Intima-
Media der Arteria carotis communis kann in der Sonographie bei Einhaltung eines
Trainingsplans signifikant abnehmen (21).

Dies erklart den ersten Therapieansatz bei diagnostizierter Atherosklerose: Anderung des
Lebensstils. Hierzu zahlen ausreichend Bewegung, hypokalorische Diat, Cholesterinsenkung
und Stressvermeidung. Medikamentds konnen antihypertensive Medikamente, Statine und
Thrombozytenaggregationshemmer gegeben werden. Invasiv konnen  Stenosen
interventionell durch einen Ballonkatheter aufgeweitet und durch einen Stent fixiert oder
operativ durch einen Bypass umgangen werden. GefalRdesobliterationen (Endarteriektomie)
werden meist nur an den Halsschlagadern durchgefuhrt.



1.3 Apolipoprotein E-defiziente Mause als Tiermodell zur Erforschung der

Atherosklerose

Das Apolipoprotein E (ApoE) greift in den Fettstoffwechsel ein, indem es als Ligand am LDL-
Rezeptor die Aufnahme von Chylomikronen-Remnants in die Leber vermittelt. Es vermindert
so den Lipidspiegel im Blut (22).

1992 wurde die erste Generation heterozygoter ApoE-defizienter (ApoE-KO) Mause
hergestellt, indem Plasmide in Maus-Stammzellen eingebracht wurden, die Teile des ApoE-
Gens ersetzten, sodass die spatere Proteinstruktur zerstort wurde. Aus der heterozygoten
Generation wurden homozygote Generationen gezuchtet (23).

ApoE-KO-Mause sind als Model fur die experimentelle Forschung der Atherosklerose
nutzbar, da sich bei den Tieren eine frihe Hypercholesterinamie und die Bildung nicht-letaler
atherosklerotischer Plaques einstellt (24).

Die Atheroskleroseplaques entstehen regelhaft zuerst im Aortensinus und breiten sich mit
dem Alter Uber die Aorta ascendens bis in die Carotiden aus. Der Fortschritt der
Atherosklerose in ApoE-KO-Mausen gleicht den Beobachtungen aus anderen Tiermodellen
wie in Watanabe Kaninchen. Aullerdem ist der Aufbau und die Evolution der Plaques zu
denen der humanen Atherosklerose sehr ahnlich (25).

Auf eine Atherosklerose-fordernde Diat (Western Diet, High Fat Diet, HFD) mit 15,8% Fett,
1,25% Cholesterol und 0,5% Cholat reagieren ApoE-KO-Mause sensibel. Hierbei steigt die
Plaquebildung bei Homozygoten starker an als bei Heterozygoten, jedoch bei beiden deutlich
starker als bei Wildtyp-Mausen (26).

In ApoE-KO-Mausen auf normaler Diat (ND) werden ab der funften Lebenswoche Lipide in
die Intima eingelagert. Mit Atherosklerose-fordernder Diat beginnt der Prozess ab der dritten
Lebenswoche, wobei Plaques entlang der Aorta entstehen, die sich mit dem Alter signifikant
starker ausbreiten als in solchen Mausen auf ND (27).

In ApoE-KO-Mausen auf HFD wurde bereits 1998 eine hohe Korrelation zwischen MRT-
Befund und histopathologischer Auswertung festgestellt, eine Differenzierung zwischen
verschiedenen Plaguekomponenten inbegriffen (28).

MRT-Experimente mit ApoE-KO-Mausen bendtigen meist einen Vergleich zur Histologie und
damit die Euthanasie der Tiere (28), trotzdem ist die gemeinsame Schlussfolgerung vieler
Studien, dass das ApoE-KO-Mausmodell zur experimentellen Forschung Uber alte und neue
Therapien, bekannte und mogliche Risikofaktoren sowie Verlaufsuntersuchungen der

Atherosklerose geeignet ist.
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Ein weiteres murines Atherosklerosemodell ist das der LDL-defizienten Maus von Ischibashi.
Hierbei wird eine Form der familiaren Hyperlipidamie imitiert, die im Vergleich zum ApoE-KO-
Modell langsamer zu atherosklerotischen Lasionen fuhrt, allerdings sehr gut auf Therapien
anspricht (29).

Andere tierische Modelle der Atherosklerose sind Kaninchen-, Tauben-, Schweine-und
Primatenstamme, die allerdings hohere Versorgungskosten bedeuten und eine langere
Wartezeit bis zu Ausbildung der Plaques bendétigen. Die Effekte beruhen hier ebenfalls auf
einem abnormen Status des Lipidmetabolismus oder einem vermehrten Ansprechen auf

Therapien beziehungsweise lipidreicher Diat (30; 31).

1.4 Bildgebung der Atherosklerose

Im klinischen Alltag gibt es mehrere Mdoglichkeiten die Atherosklerose darzustellen und zu
diagnostizieren. Im Rahmen der Herzinfarktdiagnostik und der koronaren Herzkrankheit
(KHK) sind die Angiographie, Katheteruntersuchungen sowie die Echokardiographie etabliert
(32). Die Doppler-Sonographie der Halsschlagadern und der Extremitatenarterien kommt fur
das Schlaganfallscreening und zum Aufdecken einer peripheren arteriellen Gefalerkrankung
(PAVK) zum Einsatz (33). Ebenfalls zur Untersuchung der Carotiden kann die optische
Koharenztomographie, bei der fluoreszierendes Licht mit Wellenlangen nahe Infrarot als
Signal genutzt wird, eingesetzt werden (34). Die Computertomographie (CT) kann au3erdem
atherosklerotische Lasionen in tieferliegenden Gefal3en, wie der Bauchaorta oder den
intrakraniellen Gefallen, detektieren, sofern diese verkalkt sind (35).

Die oben genannten Methoden berucksichtigen zur Klassifizierung der Plaque den
Stenosegrad, also die Lumeneinengung des GefalRes durch die Plaque. lhre Vulnerabilitat
und ihre dadurch bedingte Neigung zu rupturieren und einen Verschlussthrombus zu
provozieren kann nicht beurteilt werden.

Der Goldstandard der klinischen Herzinfarktdiagnostik, die Rontgen-Angiographie, kann den
Aufbau einer Plaque, Rupturrisiko und Einteilung, nicht sichtbar machen (36; 37), auch
intravaskularer Ultraschall und intravaskulare optische Koharenztomographie konnen diese
qualitative Darstellung nicht gewahrleisten (36). AuRerdem verfugen diese klinisch
eingesetzten Verfahren trotz der technischen Fortschritte Uber geringe Spezifitat, Sensitivitat
und Auflosung, welche eine Klassifizierung in funktionelle Stadien nicht erlaubt (38).
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Methoden, die eine rein anatomisch-quantitative Darstellung der atherosklerotischen Plaques
bringen, sind nach dem heutigen Wissensstand allerdings nicht mehr vollstandig
zufriedenstellend. Es werden Alternativen zur Darstellung einer Plaque und ihrer

Zusammensetzung, also ihrer Qualitat, bendtigt.

Infolge dessen ruckt die Molekulare Bildgebung, welche mittels spezifischer Marker einzelne
Plaguebestandteile differenziert, in den Vordergrund und in das Interesse der Forschung und
Praklinik.

Grundsatzlich ist die Darstellung der Atherosklerose im in vivo-Modell wegen der Pulsation
der betrachteten GefaRe und der Lungenexkursion erschwert. Ortliche und zeitliche
Auflésung sind ausschlaggebend fur die Qualitat des Bildes, wobei die ortliche Auflosung die
Fahigkeit, zwei nebeneinander liegende Strukturen oder Proben zu differenzieren, beschreibt
und die zeitliche Auflosung die Fahigkeit zwischen verschiedenen Zeitpunkten zu
unterscheiden (34).

Die nachfolgenden Kapitel sollen einen kurzen Uberblick (iber die praklinischen
molekularbiologischen Methoden zur Darstellung der Atherosklerose geben.

1.4.1 Computertomographie (CT)

Die Computertomographie basiert auf dem Prinzip der Abschwachung von Roéntgenstrahlung
bei der Passage durch den menschlichen Korper und die verschiedenen Organe. Hierbei
wird eine spiralformige Messung des Korpers vorgenommen. Bei der Durchquerung des
Gewebes werden die Rontgenstrahlen abhangig von ihrer Wellenlange (konstant) und der
Elektronendichte des Gewebes (gewebespezifisch) abgeschwacht, was mit dem
Schwachekoeffizienten ausgedrickt wird. Die verschiedenen Schwachekoeffizienten, die am
Detektor gemessen werden, werden in Volumeneinheiten (Voxel) umgerechnet. Der
gewonnene Datensatz wird als Stapel einzelner Schnittbilder abgebildet, was die
gemessenen Strukturen dreidimensional einsehbar macht. So konnen auch tiefliegende
Strukturen wie abdominelle oder intrakranielle Gefalde beurteilt werden. (39)

Es konnen 2000 verschiedene Dichtewerte differenziert und in 20 Graustufen dargestellt
werden (40).
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Der Schwachekoeffizient wird in Hounsfield-Einheiten (HU) umgerechnet und ermoglicht
durch Gewebespezifitat eine Vergleichbarkeit verschiedener CT-Bilder miteinander (Abb. 3)
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Abb. 3: Spezifische Hounsfield-Werte des menschlichen Kérpers
Die Hounsfield-Werte liegen zwischen -1000HU bei Luft und 1000HU bei mineralisiertem Knochen (A). Wichtig
zur Beurteilung von CT-Bildern sind auflerdem die Werte des Fetts mit -90HU und des Wassers mit
definitionsgemaf OHU. Menschliche Organe liegen je nach Gewebeanteilen bei HU-Werten zwischen 10 und 90
(B) (Abb. Entnommen aus CT Teaching Manual, Matthias Hofer (41)).

Im CT-Bild kann die Atherosklerose in ihrem Ausmald mit einer Ortsauflosung von ca. 50um
anatomisch dargestellt werden (34). Aufer der Quantitat einer Plaque konnen
Kalzifizierungen dargestellt werden, die bei % der fortgeschrittenen Plaques auftreten.
Allerdings neigen vor allem die Plagues ohne Kalkanteil dazu, im Sinne einer vulnerablen
Plague zu rupturieren (42-45). Patienten mit KHK zeigen vorwiegend nicht-kalzifizierte
Plaques. Die vulnerablen dunn-kappigen Plaques konnen im CT wegen der geringen
Ortsauflosung nicht gut detektiert werden (46). Trotzdem konnen nicht-kalzifizierte Plaques
durch lod-haltige Kontrastmittel quantifiziert werden (34).
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1.4.1.1 Die MikroCT (uCT)

Fur die Darstellung humaner Atheroskleroseplaques ist die Auflosung einer im klinischen
Alltag eingesetzten CT ausreichend. Atherosklerotische Plaques der Maus im praklinischen
Modell sind allerdings wesentlich kleiner. Um hier eine ausreichende Auflésung zu erlangen
wird in der Regel die yCT mit einem Messfeld von circa 2cm? mit einer Auflésung von 10um
verwendet (47). Nachteil dieser Methode ist, dass die Aufnahme nur ex vivo erfolgen kann,

sodass Verlaufsstudien, zum Beispiel zur Therapieforschung, nicht moglich sind (48).

1.4.2 Nukleare Bildgebung

Nukleare Bildgebung mit radioaktiven Tracern wurde im Single-Photon-Emissions-
Computertomographie (SPECT) und in der Positron-Emissions-Tomographie (PET) erprobt.
Fir das SPECT wurden Gamma-strahlende Radiotracer mit verschiedenen Molekulen
gekoppelt, unter anderen Adhasionsmolekile, Lipoproteine, glatte Muskelzellen,
Makrophagen sowie ein Antikorper gegen Glykoprotein lIb/llla auf Thrombozyten, welche
vermehrt auf der Oberflache atherosklerotischer Plaques gefunden werden (49). In mehreren
Maus- und Kaninchenversuchen wurden radioaktive monoklonale AntikOrper gegen oxidierte
LDL Partikel erprobt, welche Atheroskleroseplaques detektieren konnen (50). Mit dieser
Methode konnen Progress und Regress des atherosklerotischen Umbaus der Gefallwand
fortlaufend untersucht werden (51).

Im PET ist die vermehrte Aufnahme des Positronen-emittierenden Tracer 18Fluordesoxy-
Glucose (FDG) in atherosklerotische Plaques bewiesen (52). Die vermehrte Aufnahme der
FDG hangt von der Entzindungsaktivitat der Plaque ab, weswegen sie ein potentieller
Biomarker fur die vulnerable Atherosklerose ist (53). Bei symptomatischen Patienten wird
eine hohere Anreicherung von FDG in vulnerablen Plaques als in stabilen Plaques detektiert.
Die ex vivo Untersuchung entnommener Proben nach der Endarteriektomie zeigen, dass das
FDG in den Makrophagen der Plaque akkumuliert (54).

PET und SPECT haben wegen ihrer geringen Ortsauflosung von ca. 2mm einzeln keine
guten Voraussetzungen fur die genaue Detektion der Atherosklerose (55). Kombiniert man
PET jedoch mit dem CT werden diese Grenzen durch die genaue anatomische Darstellung
des CTs mit der hochsensitiven Probenerkennung des PETs kompensiert. Da die
anatomische Darstellung der Atherosklerose im CT in Bezug auf einzelne Plaquestrukturen
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limitiert ist, werden jungst MRT-Aufnahmen mit der PET kombiniert, wodurch zusatzlich die
Strahlenbelastung durch das CT wegfallt. (34)

1.4.3 Ultraschall

Als Kontrastmittel werden Mikroblaschen, die durch Ultraschallanregung zu oszillieren
beginnen, eingesetzt (56). Diese verandern das beim Schallkopf auRerhalb des Korpers
ankommende Signal. In Bezug auf die Atherosklerose ist die Darstellung von Entzindungen
und Adhasionsmolekuhlen von Bedeutung, die detektiert werden kénnen (57-60).

Invasiv als intravaskularer Ultraschall angewendet kann die Methode auch die
Koronararterien und mit hoher Sicherheit einzelne Anteile der Gefallwand darstellen (61),
was zumindest eine Einteilung in dunn-kappige Fibroatherome, dick-kappige Fibroatherome,
pathologischer Intimaproliferation, fibrotische Plaques oder kalzifizierte fibrotische Plaques

moglich macht (62).

1.4.4 Optische Koharenztomographie

Die optische Koharenztomographie ist mit ihrer hohen Sensitivitat und geringen Kosten bei
einer grof3en Auswahl an Biomarkern eine etablierte Methode der Praklinik. Es kdnnen
Enzymaktivitaten, Gewebekalzifizierungen oder Integrinexpression (63-67) sowohl
mikroskopisch als auch makroskopisch (63; 68-73) dargestellt werden. Die Marker emittieren
im nah-Infrarot Bereich und kdnnen bis zu einem Zentimeter Tiefe in Tieren detektiert werden
(63; 74). Ein Nachteil ist die unsichere Quantifizierbarkeit des detektierten Lichts, da durch
die verschiedenen Gewebe, welche dieses durchdringen muss, unterschiedliche
Abschwachungsphanomene auftreten. Dies fuhrt dazu, dass eine stark emittierende Struktur
in der Tiefe zu einem ahnlichen Signal fuhrt, wie eine kleinere Emissionsquelle an der
Oberflache. Um dies zu kompensieren, kann ein CT-Bild addiert werden (75-78).

Invasiv angewendet konnen fibrotische, kalzifizierte fibrotische und kalzifizierte Plaques
unterschieden werden (79). Die Auflosung der intravaskularen  optischen
Koharenztomographie ist etwa zehnfach hoher als die des intravaskularen Ultraschalls,
aullerdem konnen Rupturen, Erosionen, Thromben und diunn-kappige Fibroatherome besser

erkannt werden als mit dem intravasalen Ultraschall (80).

15



1.4.5 Photoakustische Bildgebung

In der photoakustischen Bildgebung werden ultra-kurze Lichtimpulse ins Gewebe abgeben,
absorbiert und in Ultraschallwellen umgewandelt, die aul3erhalb des Korpers gemessen
werden. Praklinisch wurden Herz und die gro3en Blutgefalle bereits hoch aufgelost
anatomisch dargestellt, sowie die Entzindungsprozesse der GefalRwande in einem Modell
des akuten Herzinfarkts. (34)

Humane ex vivo Studien von Patienten mit symptomatischer KHK zeigten, dass mit der
photoakustischen  Bildgebung vulnerable Plaques und die Abgrenzung von

Matrixmetalloproteasen darin moglich ist (81).

1.4.6 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) hat sowohl eine hohe Ortsauflosung als auch eine
hohe zeitliche Auflosung und kombiniert die anatomische Darstellung mit der molekularen
Bildgebung. Die hohe ortliche Auflosung von 10-100pum und der hohe Weichteilkontrast
ermoglichen es, einzelne Plaqueanteile zu unterscheiden (82; 83), weswegen die MRT
besonders fur die Darstellung der Atherosklerose im Mausmodell geeignet ist.

Normale GefaRwand kann von erkrankter Gefallwand der Koronararterien unterschieden,
Gefallwand- und Plaquedicke konnen quantifiziert werden (84). Die zeitliche und oOrtliche
Auflésung in den groRen Arterien ist sehr hoch, Plaquegrof3e sowie Plaguekomponenten
konnen charakterisiert werden (85) und mit der MRT kann die KHK mit einem negativ

pradiktiven Wert von 88% ausgeschlossen werden (86).

1.4.6.1 Funktionsweise der MRT

Im Gegensatz zur CT, bei der mit Hilfe von Rontgenstrahlung Schnittbilder erstellt werden,
wird bei der MRT der Effekt der resonanten Anregung von Wasserstoffatomen in einem
elektromagnetischen Wechselfeld ausgenutzt.

Die angeregten Protonen erzeugen ein Signal, das vom Empfangerstromkreis detektiert und

zu einem Bild verarbeitet wird.
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Die Unterscheidung zwischen verschiedenen Geweben in kontrastreichere und
kontrastarmere Bereiche erfolgt vor allem durch den unterschiedlichen Wassergehalt und
seine Interaktion mit den umliegenden Molekulen des Gewebes.

Protonen und Neutronen besitzen in ihrem Atomkern einen Eigendrehimpuls, der sie
veranlasst, sich um ihre eigene Achse zu drehen. Hierdurch werden sie zu einem
Dipolmoment, das ein magnetisches Feld um das Kernteilchen erzeugt (Abb. 4). Da das
Wasserstoffatom lediglich aus einem Proton besteht, gibt es pro Wasserstoffatom nur eine
Drehrichtung, die zu einem mikroskopischen magnetischen Feld fuhrt, welches den Kernspin
(Gesamtdrehimpuls eines Atomkerns) festlegt.

Abb. 4: Kernspin des Wasserstoffatoms

Das Wasserstoffatom hat genau eine Achse, um die es sich dreht. Somit ist es ein Dipolmoment, um das sich
ein Magnetfeld bildet. (Abb. aus Grundlagen radiologischer Bildgebung fur MTRA; Malich, Schmidt, Thomas
(87))

Die Gesamtheit der Protonen in einem Gewebe ist ein Spinensemble, in dem ohne Einfluss
des Magnetfeldes des MRT-Gerats die Kernspins zufallig und ungeordnet vorliegen. Es
kommt zur Aufhebung der mikroskopischen Magnetfelder und nicht zu einem gemeinsamen
makroskopischen Magnetfeld.

Wird jedoch ein statisches Magnetfeld Bg von aul3en eingeschaltet, richten sich die Kernspins
des Ensembles danach aus und ein makroskopisches Magnetfeld wird induziert (Abb. 5).
Dies wird als Paramagnetismus oder Longitudinalmagnetismus M, bezeichnet. Hierbei
vergroBert sich der Paramagnetismus M, bei grof3erer Anzahl der Protonen im
Spinensemble, starkerem statischen Magnetfeld By oder auch bei niedriger
Umgebungstemperatur.

17



Abb. 5: Langsmagentisierung in Richtung By

Die zuvor asynchron spinnenden Protonen eines Gewebes richten sich bei Einwirkung eines Magnetfeldes By
nach diesem aus. Hierdurch wird im gesamten Gewebe derselbe Dipol induziert und es entsteht ein Magnetfeld
Mz. (Abb. aus Grundlagen radiologischer Bildgebung fir MTRA; Malich, Schmidt, Thomas (87))

Trotz der gleichen Achsenausrichtung der Wasserstoffatome in By, bewegen die Protonen
sich nicht vollstdandig synchron, sondern prazedieren phasenverschoben. Die
Prazessionsvektoren kompensieren sich gegenseitig, es entstehen keine Dipoleigenschaften
und die sogenannte Quermagnetisierung oder Transversalmagnetisierung Mxy bleibt Null.
Die Frequenz, mit der die Prazession stattfindet wird Lamorfrequenz w genannt. Sie variiert
mit der Starke des aulReren Magnetfelds By und ist spezifisch fur den Wasserstoffkern:

w =y x By

wobei w =Lamorfrequenz in [HZz]; y =gyromagnetisches Verhaltnis in [Hz x T-1];
Bo=Magnetfeldstarke in [T].

Das gyromagnetische Verhaltnis ist der Proportionalitatsfaktor zwischen magnetischem
Moment und Spin eines Atoms (hier Wasserstoffatom).

Das Gewebe befindet sich nun in einem Zustand, bei dem durch das aulere Magnetfeld By
ein Longitudinalmagnetfeld Mz, jedoch kein Transversalmagnetfeld Mxy induziert wurde.
Durch einen Hochfrequenzimpuls (HF-Impuls), der ein Magnetfeld B4 in exakt der Frequenz
der Lamorfrequenz der Protonen und senkrecht zu Bp induziert, kdénnen nun die
phasenverschobenen prazedierenden Kerne durch Absorption von Energie angeregt und
aus ihrer aktuellen Lage in die Richtung des aulleren Magnetfelds gekippt werden (Abb. 6
A). Sie prazedieren nun phasensynchron. Den Winkel, um den die Spins sich bewegen,
nennt man Kippwinkel (eng. flip angle; Flipwinkel).
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Durch die Synchronisierung wird das makroskopische Magnetfeld Mz aus der urspringlich
longitudinalen Richtung Z in Richtung Transversalebene YX gekippt, wobei das
Transversalmagnetfeld Mxy induziert wird (Abb. 6 B).

Wird der HF-Impuls abgeschaltet, kehren die Protonen in ihren energiearmen Zustand
zurlck. Dieser Prozess wird Relaxation genannt. Hierbei wird zwischen dem Zerfall der
Quermagnetisierung Mxy und dem Wiederaufbau der Longitudinalmagnetisierung Mz
unterschieden.

Die Longitudinalrelaxation oder Spin-Gitter-Relaxation beschreibt die Abgabe der zuvor
aufgenommenen Energie, wobei die Spins sich wieder in Richtung By ausrichten. Die Energie
wird an die umliegenden Atome abgegeben (Abb. 6 C). Die Relaxationszeit, die bendtigt
wird, damit Mz wieder auf 63% seines Ausgangswerts aufgebaut ist, wird T4+ genannt. T ist
gewebsspezifisch, da die Geschwindigkeit der Energieabgabe von der Zusammensetzung
der Proton-Umgebung bestimmt wird. So kann Uber die verschiedenen T4-Zeiten der Gewebe
eine Kontrastierung im MR-Bild dargestellt werden. T ist dabei abhangig von der Starke des

aulderen Magnetfelds.
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Abb. 6: Hochfrequenzimpuls (A), Induktion von Myy (B) und Relaxation (C)

Durch den 90° Impuls wird Mz in die Ebene YX gekippt und wird zu Myy. Gibt das Gewebe die aufgenommene
Energie wieder an die Umgebung ab, erfolgt die Relaxation, bei der Mz wieder in seine Ausgangsrichtung

zurickschwenkt. (Abb. aus Grundlagen radiologischer Bildgebung fir MTRA; Malich, Schmidt, Thomas (87))

Bei der Querrelaxation oder Spin-Spin-Relaxation handelt es sich um die Ruckkehr in den
dephasierten Zustand, in dem die Spins asynchron prazedieren. Die Relaxationszeit nach
der das transversale Magnetfeld Mxy auf 37% seines Ausgangswertes gesunken ist, wird Tz
genannt. Wie die T4-Zeit ist auch die T,-Zeit gewebespezifisch, vergleicht man beide Zeiten
miteinander, so ist die T¢-Zeit jedoch immer groer als die T,-Zeit, da der Aufbau der
Longitudinalmagnetisierung Mz langer dauert, als der Zerfall der Transversalmagnetisierung
Mxy .
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Zur Erstellung eines Bildes muss ein zweiter HF-Impuls abgegeben werden. Die Zeit
zwischen zwei HF-Impulsen wird Repetitionszeit (engl: repetition time, TR) genannt. Setzt
man TR im Verhaltnis zu T¢ kurz an, erhalt man ein sogenanntes Ti-gewichtetes Bild.
Gewebe, die eine lange Ti-Zeit besitzen, relaxieren nach dem ersten HF-Impuls nicht
rechtzeitig, um beim zweiten wieder angeregt zu werden. Sie werden signalschwach
dargestellt, wahrend Gewebe mit einer kurzen T4-Zeit signalstark dargestellt werden. In der
T1-Wichtung erscheinen vorwiegend fettreiche Gewebe hyperintens, wahrend der Rest der
Weichteile dunkel erscheint.

Die Zeit, die gewahlt wird, um das vom Gewebe ausgesandte Signal zu erfassen, wird
Echozeit (engl: echo repititation time, TE) genannt. Wird TE im Verhaltnis zu T, lang
angesetzt, erhalt man ein T,-gewichtetes Bild. So gewinnen Gewebe mit einer langsamen
Relaxation an Signalstarke, wahrend Gewebe mit einer schnellen T, signalschwacher
werden. Bei der T,-Wichtung erscheinen sowohl fett-als auch wasserreiche Gewebe
hyperintens.

Wird der zweite HF-Impuls abgeschaltet, rotiert die Quermagnetisierung in der
Lamorfrequenz um die Achse des Magnetfelds Bo. Dadurch wird in der Spule des MR-
Tomographen eine elektrische Wechselspannung induziert, deren Abfolge als freier
Induktionszerfall (Free Inducation Decay, FID) bezeichnet und als Signal gemessen wird. Die
Zeit, in der dieser Induktionszerfall stattfindet, wird T,*-Konstante genannt und ist immer
schneller als die T,-Zeit.

Bei den erstellten Bildern kommt es zur zweidimensionalen Darstellung mehrerer
hintereinander liegender Schichten, bei der jeder Bildpunkt (Pixel) eigentlich einem
Volumenelement (Voxel) entspricht.

Schichtselektionsgradient, Phasenkodiergradient und Frequenzkodiergradient gewahrleisten
eine verlassliche Zuordnung der Signale zu einem bestimmten Voxel, das MRT-Programm
erstellt mit Hilfe einer Fourier-Transformation das zweidimensionale (2DFT) oder
dreidimensionale (3DFT) Bild.

Mit Hilfe der verschiedenen Relaxationszeiten T1 und T, werden Uber die Verrechnung der
Bildsignale verschieden gewichtete Bilder erstellt, die jeweils eine andere Beurteilung
maoglich machen. (88-90)

Die Beurteilung von MRT-Bildern erfolgt individuell fur jedes Bild. Es gibt kein Skalen-
Aquivalent wie die Hounsfield-Skala beim CT-Bild. Stattdessen wird die Signalstarke der
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Strukturen von Interesse im Vergleich zu bekanntem Gewebe (z.B. Muskel, Fett) in der
gleichen Schicht als hypo-oder hyperintens beschrieben.

1.4.6.2 MRT-Kontrastmittel zur Darstellung der Atherosklerose

Durch den Einsatz von Kontrastmitteln kann die Darstellung bestimmter Strukturen noch
weiter erleichtert und die Diagnosestellung verlasslicher gemacht werden. Die Hervorhebung
einzelner Strukturen basiert auf dem Prinzip der Signalveranderung durch die Einlagerung
der Kontrastmittel-Molekule in das erwunschte Gewebe, sodass ein deutlich verstarktes
Signal im Vergleich zum Nachbargewebe induziert und die Abgrenzbarkeit vereinfacht wird.

Grundsatzlich werden zwei Arten von Kontrastmitteln unterschieden, die entweder die

Relaxationszeit T4 oder T, / T>* verkirzen.

Superparamagnetische Kontrastmittel basieren auf Eisenoxiden, welche die T,-Zeit der
Zielgewebe verkurzen. Diese Kontrastmittelmolekule sind entweder kleiner als 50nm
Durchmesser (ultrasmall Particles of Iron oxide, USPIO) oder grof3er (small Particles of Iron
oxide, SPIO). Sie bilden innerhalb des makroskopischen Magnetfeldes einen Magnetismus
aus, wobei die Anzahl an eingelagerten Molekulen mit dem Grad der Signalverstarkung
korreliert (90). SPIOs und USPIOs werden von den Makrophagen in der Plaque phagozytiert,
woraufhin eine abgrenzbare Signalverstarkung sichtbar wird. Die Anzahl der Makrophagen in
der Plaque korreliert mit dem Grad der Signalausloschung durch die SPIOs/USPIOs (91-93).

Die paramagnetischen Kontrastmittel basieren auf Lanthanid-Metallen, meist Gadolinium.
Lanthanide sind aul3erhalb eines Magnetfelds nicht magnetisch, innerhalb entwickeln sie
einen starken magnetischen Moment. Paramagnetische Kontrastmittel unterstutzen im
Gewebe eingelagert die longitudinale Magnetisierung und verkirzen somit die Ti-Zeit.
Folglich konnen bei dem zweiten HF-Impuls mehr Spins reagieren und ein Signal senden.
Die Struktur von Interesse stellt sich in T1-gewichteten Bildern deutlich hyperintens dar.

Ein paramagnetisches Kontrastmittel, das im Menschen angewendet wird, ist das
Magnevist® auf Gadopentetat-Dimeglumin (Gd-DTPA)-Basis. Es flutet im Blut sehr schnell
an, wird jedoch auch sehr schnell ausgewaschen, weswegen es fur die

Atherosklerosedarstellung weniger geeignet ist.
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Gadofluorin® M (GDM) als amphiphiles Molekul hingegen zirkuliert durch die Bildung von
Micellen in wassriger Losung wesentlich langer im Blutplasma. Es reichert sich in der
lipidreichen extrazellularen Matrix der Plaques an, wodurch das Signal erkrankter
GefalRareale verstarkt wird, jedoch nicht das der gesunden GefalRwand (94; 95).
Hochentzundliche, lipidreiche Plaquekerne mit signifikanter Neovaskularisierung kénnen
mittels GDM detektiert werden, wobei die Differenzierung zwischen nekrotischem Kern und
fibrotischem Gewebe moglich wird (94; 96). Somit gelingt die Klassifizierung in frihe und
fortgeschrittene vulnerable atherosklerotische Plaques (97). Dies wurde durch Korrelation zu
histologisch ausgewerteten Proben nach Endarteriektomie bestatigt (98). Zusatzlich
akkumuliert GDM in den kollagenreichen Regionen um die atherosklerotische Plaque, die
durch die fibrozellulare Gewebezusammensetzung der Plaque entstehen (94).

Im Menschen ist bestatigt, dass die Aufnahme Gadolinium-basierter Kontrastmittel in die

atherosklerotische Plaque mit histologischen Entzindungsmarkern korreliert (99).

1.4.6.3 T4-Mapping

Eine weitere Moglichkeit Strukturen im MRT-Bild zu quantifizieren ist die Darstellung der
verschiedenen Ti-Zeiten als Karte, T1-Mapping genannt. In der entstehenden Karte werden
nicht die verschiedenen Signalstarken der Protonengruppen dargestellt, sondern die
verschiedenen Tq-Zeiten.

Der Goldstandard des T4-Mappings ist das Inversion Recovery(IR)-Mapping (100; 101). Die
IR-Messung basiert auf einem 180° pre-Impuls (IR-Impuls), welcher die longitudinalen
Magnetisierungsvektoren der Spins umkehrt (Inversion). TR ist hierbei die Zeit zwischen den
pre-Impulsen, die Inversionszeit (Tl) ist jene zwischen dem IR-Impuls und dem im 90°-Winkel
folgenden HF-Impuls. (102)

Die Messung des Gewebes wird mehrere Male (t) mit unterschiedlichen Wartezeiten TI,
wiederholt. TR muss an die langste T1-Zeit angepasst werden, um vor dem nachsten Impuls
eine ausreichende magnetische Ruckbildung zu gewahrleisten. (100)

Da die T4-Zeit des Gewebes konstant bleibt, ergibt sich eine Kurve S(t), welche die
Signalintensitat S des Gewebes pro Messpunkt- also der jeweiligen Tl,- darstellt. Bei der IR-
Sequenz liegt die T1-Kurve zwischen -1 und 1 (101).

Far ein verlassliches Mapping sollten mindestens vier Messungen gemacht werden, welche
die erwarteten Tl,-Zeiten des gemessenen Gewebes einschliel3en (103).
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IR-Maps werden bereits zur Darstellung des Gehirns verwendet (104), modifizierte IR
Sequenzen (Modified Look-Locker Inversion Recovery, MOLLI) sind fur die Erstellung von T;-
Maps des Myokards geeignet (105).

Um das Problem 2zu umgehen, dass zwei Gewebe genau gegensatzliche
Magnetisierungsvektoren haben und so nach dem IR-Impuls (180°) zur selben Darstellung im
Mapping kommen, kann ein 90°-Impuls als pre-Impuls geschaltet werden. Diese Methode
wird Saturation Recovery (SR) genannt (102). Negative Werte der Magnetisierung tauchen
nun nicht auf, S(t) ist immer zwischen 0 und 1 (101).

IR und SR sind multi-shot-Sequenzen, da sie mehrere Impulse bendtigen. Dies erfordert eine
langere Messzeit als bei gewdhnlichen MRT-Messungen.

Eine weitere Alternative ist das Mapping auf der Basis der variablen Flipwinkel (variable
Flipangle, FA), bei dem zwei oder mehr Messungen wiederholt werden, die in verschiedenen
Flipwinkeln messen. Die Methode erfordert eine groRere TR-Zeit als die T,*-Zeit und eine
sichere transversale Relaxation (106).

Die FA-Messung bietet die Moglichkeit einer dreidimensionalen Ti-Map in klinisch
vertretbaren Zeiten (107).

Dreidimensionale FA-Sequenzen wurden in einer Humanstudie, in der Carotisplaques
zunachst im FA-T4-Mapping und anschlielend nach Endarteriektomie histologisch beurteilt
wurden, als nutzliche diagnostische Methode verifiziert, da die histologische Einteilung nach
Lipidkern, Durchblutung, Kalzifizierung, fibrotischem Gewebe (Klassifikation von | bis V) mit

der vorherigen T4-Map-Diagnose korrelierte (108).

1.5 Zielsetzung und Fragestellung

Dass es verschiedene validierte Methoden gibt, Atherosklerose experimentell darzustellen,
wurde oben erlautert. Klinische Studien kamen zu dem Schluss, dass mit den etablierten
Verfahren Rontgen-Angiographie, Sonographie und CT-Untersuchung keine Zuordnung zu
vulnerabler oder stabiler Plaque stattfinden kann (37; 109), wobei dies zur
Risikoeinschatzung entscheidend ist.

Deswegen wird die Gadolinium-gestutzte MRT im Vergleich zu den anderen nichtinvasiven
Darstellungsmethoden der Atherosklerose an Bedeutung gewinnen und mit fortschreitenden
Verbesserungen der Technologien und Verringerung der Kosten die patientenindividuelle
Darstellung sowie ein Screening der Atherosklerose in der MRT moglich machen (110).
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Sensitivitat und Spezifitat in der MRT liegen bei 97% bzw. 94% Uber denen des CTs mit 96%
und 84% (111).

Das Gadolinium-basierte Kontrastmittel Gadofluorin M (GDM) wurde fur die Detektion
atherosklerotischer Plaques mit einer Korrelation zwischen erhohter Signalintensitat der
Plaque und dargestellten Lipidkern im histologischen Praparat validiert, verzogert jedoch den
Versuchsablauf durch die fruheste Messzeit 24h post Applizierung (95).

GDM wurde vom Hersteller vom Markt genommen, Miltenyi Biotec GmbH bringt Gadospin®
F (GDF) auf den Markt, ein paramagnetisches Kontrastmittel das in seinen Eigenschaften
dem GDM ahnelt. Die Inkubationszeit bis zur Messung nach der Applikation betragt jedoch
nur zwei Stunden, was den Ablauf deutlich beschleunigt. Die Bestatigung einer ahnlichen
Verlasslichkeit von GDF wie die von GDM ware flur die weitere experimentelle praklinische

Atheroskleroseforschung hilfreich.

Diese Arbeit soll zeigen, dass mit Hilfe des GDFs Atherosklerose in der MRT detektiert und
der Krankheitsverlauf verfolgt werden kann.

Zunachst soll die Fahigkeit der Quantifizierung der atherosklerotischen Plaques gepruft und
die Differenzierbarkeit bereits kleiner atherosklerotischer Lasionen im frihen Stadium
getestet werden.

Hierzu soll gezeigt werden, dass die in der in vivo-GDF-MRT durch ROlIs ermittelte
PlaquegrofRe mit der in der ex vivo-uyCT und der in der en face-Praparation und Sudan IV-
Rot-Farbung ermittelten Plaquegro3e korreliert. Auflerdem soll ein  mdoglicher
Zusammenhang zwischen PlaquegroRe und den Cholesterin- und Triglyceridspiegeln im
Blutplasma dargestellt werden.

Des Weiteren soll die Moglichkeit einer Unterscheidung der Plaquequalitat
atherosklerotischer Lasionen mit Hilfe der Ti-Zeit der Plaque getestet und eventuelle
Unterschiede der T4-Zeiten in fruhen und in fortgeschrittenen Lasionen aufgezeigt werden.
Hierzu sollen die Ti-Werte von Saturation Recovery (SR)- und Variablen Flipwinkel (FA)-
Sequenzen derselben Ortseinstellungen miteinander und mit den Volumenergebnissen der
hochauflosenden GDF-MRT-Messungen korreliert werden.

Zuletzt soll die Frage geklart werden, ob Verlaufsstudien einer Progression oder Regression
der Atherosklerose im in vivo Mausmodell mittels GDF in der MRT erfolgen konnen, wodurch
zukunftig Therapien oder protektive und Risikofaktoren der Atherosklerose im praklinischen

Modell ausgearbeitet werden konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Mausstamm

Die verwendeten Mauslinien wurden vom Charles River Laboratorys/Jackson Laboratorys

erworben und in der zentralen Versuchstierhaltung des UKEs gezuchtet. Zum Einsatz kamen

C57BL/6J Wildtypmause und aus diesem Ursprung gezeugte homozygote ApoE-KO-Mause

vom Stamm B6.129P2-apoE™ V"V,

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Butterfly®-27

Clou Prestige Kosmetiktlicher
Eclipse Needle verschiedene GrolRen
Eppendorftubes verschiedene Grolden
Falcontubes 50ml

Falcontubes verschiedene GrofRRen
Katheterschlauch aus Polyathylen
Leukosilk ®

Nadeln Sterican® Gr.1

Pipetten 200 pl

Pipettenspitzen 200 pl
Pipettenspitzen 200 pl TipOne
Spritzen Injekt 10ml

Spritzen Micro-Fine

Spritzen Omnifix®-F

VENISYSTEMS™
wepa professional
BD

Eppendorf
SARSTEDT
greiner

PORTEX

BSN medical GmbH
BRAUN

eppendorf research
SARSTEDT
StarLab

BRAUN

BD

BRAUN
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2.1.3 Gerate, Software und Zubehor

4-Kanal Oberflachenspule phased array 1H mouse brain coil Bruker

Atemmaske ,nosecone”

Atemsensor

Binokular

Binokular Stemi SV 11

ClinScan, 7T

ClinScan 16-Kanal Ratten Korperspule
Heraeus Pico 17 Centrifuge

Imaged (V.1.44p)

Kamera

Kleinschuttler VXR-basic Vibrax®
Korkplatte

MCT 40 (MikroCT)

Narkosevernebler Vapor 19.3
Narkoseeinleitungsbehaltnis 10x15x20 cm?
NUMARIS/4, Version syngo® MR B15
Nis-elements

Osirix (v.4.1.1 32bit)

Photometer

Praparierbesteck

Pulse Oxymeter Module

Spritzblock

Tarawaage

Vakuumpumpe

Verschiedene Pluglns fur ImageJ
VIBRAX-VXR Schittler
Warmebedeckung

Warmelampe

ZUA-82-GME Gas-Misch-Einheit

Bruker (Clinscan-Zubehor)
Graseby®

Nikon AZ

ZEISS

Bruker Biospin

Bruker

Thermo Scientific

National Institute of Health, USA
NIKON

IKA®

UKE-Tierhaltung

SCANO MEDIACAL

Drager

UKE-Tierhaltung
Siemens-Software

NIKON

Antoine Rosset (GPL)
Roche/Hitachi Modular System
Fine Sciense Tools

Small Animal Instruments, Inc.
UKE Nuklearmedizin

AND Instruments

Biometra

Michael G. Kaul

IKR

Thermo scientific Haake SC100
sHG ®

FMI Fohr Medical Instruments GmbH

26



2.1.4 Chemikalien und Substanzen

Bepanthen® Augen-und Nasensalbe Bayer
Isopropanol BRAUN
NaCl-Lsg BRAUN
Paraformaldehydlésung (PFA) 4% aus 4:1 :
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1X GIBCO
Paraformaldehyde 20% Solution, EM Grade Electron Microscopy Sciences
Phosphorwolframsaure Alfa Aesar
Glutaraldehyd 2,5% Alfa Aesar
Photometrischen Transmissionsmessung:
CHOL Cobas® fur Roche/Hitachi System
Precipath L Roche fur Roche/Hitachi System
TG Cobas® fur Roche/Hitachi System
Sudan IV-Rot Lipidfarbung Sigma-Aldrich
Western Typ Diat ssniff® EF R/M von TD88137 mod sniff GmbH

2.1.5 Kontrastmittel

2.1.5.1 Gadospin® F 25mM-Injektionslosung von MACS Miltenyi Biotec (GDF)

GDEF ist ein paramagnetisches Kontrastmittel (KM), das speziell fur die praklinische MRT-
Bildgebung und MR-Angiographie und zur Erforschung von Atherosklerose in Kleintieren z.B.
Mausen entwickelt wurde.

Das Molekul enthalt einen hydrophoben Anteil, der eine hohe Affinitdt zu Plasmaproteinen
gewabhrleistet, sowie einen hydrophilen Anteil. Beide Anteile sind an ein cyclisches
Gadolinium-Chelat gebunden. In wassriger Losung kommt es zur Micellenbildung.

GDF akkumuliert in der extrazellularen Matrix atherosklerotischer Plaques und verkurzt die
T1-Zeit, sodass die Signalintensitat in T1-gewichteten Bildern verstarkt wird.

Die Bindung an Plasmaproteine nach der vendsen Injektion verlangert die Verweildauer des
Kontrastmittels im Blut und somit das Zeitfenster, in dem die MRT-Aufnahme erfolgen kann.
Ausgeschieden wird GDF Uber Urin und Faeces.

Die Lagerung des GDFs sollte lichtgeschutzt im Kuhlschrank bei 2-8°C erfolgen.
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Physisch-chemische Herstellerangaben:

Molekulargewicht: ~1,300 g/mol

Relaxivitat bei 37°C, 1,5T in Plasma: r1 =18 L/(mmolxs) r2 =31 L/(mmolxs)
Relaxivitat bei 37°C, 1,5T in Wasser: r1 =15 L/(mmolxs) r2 =20 L/(mmolxs)
(112)

2.1.6 Narkotika

2.1.6.1 Isofluran-Narkose von ABBOTT

Der Wirkstoff des Hypnotikums Isoflo® ist Isofluran (1-chloro-2,2,2-trifluoroethyl
difluoromethyl ether). Es ist ein Inhalationsanasthetikum, das eine Atemdepression auslost,
wahrend der Herzrhythmus stabil bleibt (113).

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 3Vol% Isoflo® in 1I//min O, im Narkoseeinleitungsbehaltnis,
die Aufrechterhaltung im MRT-Gerat mit 1-2Vol% in 500-600ml/min O, uber die Atemmaske.

Die Dosierung wurde so angepasst, dass die Atemfrequenz bei 60-80/min lag.

2.1.6.2 Ketamin/Xylazin-Narkose

Die Narkose wird aus Ketanest-S® von Albrecht und Sedaxylan 20mg/ml-Injektionslosung
fur Tiere von Bayer hergestellt.

Ketamin 10st eine dissoziative Anasthesie aus, d.h. die Gabe fuhrt zu einer Hypnose und zu
einer Analgesie bei Erhaltung der Atem- und Schutzreflexe. Ketamin wird sowohl am
Menschen als auch an der Maus verwendet.

Xylazin ist in der Veterinarmedizin ein klinisch eingesetztes Sedativum, das zusatzlich
analgetisch und leicht relaxierend wirkt.

Die Applikation der Losung erfolgt intraperitoneal. Die Wirkung tritt nach wenigen Minuten
ein, was durch das Ausbleiben der Schutzreflexe bei Schmerzreizen gepruft wird.

Die Betaubung ist fur die Analgesie und Hypnose vor der finalen Perfusion geeignet (114).

28



2.2. Methoden

2.2.1. In vivo Messungen mittels MRT

2.2.1.1 Tierhaltung

Die ApoE-KO-Mause wurden in den Stéllen der Tierhaltung des UKE unter sterilen
Bedingungen gezulchtet, um Kontaminationen zu vermeiden.

Zwei Monate nach der Geburt wurde die hochkalorische HFD angesetzt und je nach
Mausgruppe neun bis 21 Wochen gefuttert, bevor die Messungen in der MRT stattfanden.
Die genutzte HFD hat eine fur die Maus unphysiologische Zusammensetzung, welche die
Ernahrung der westlichen Welt imitiert: 42% Fett; 21% wasserfreies Milchfett (Butterfett),
34% Saccharose und 0.2% Cholesterin.

Die artgerechte Haltung im Kafig erfolgte nach nationalen Richtlinien und den Vorgaben der
Federation of Laboratory Animal Science Assotiations (FELASA).

Die Experimente laufen unter der Tierantragsnummer 33/10 in der Behorde fur Soziales,
Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz; Amt fur Gesundheit und Verbraucherschutz,

Hamburg.

2.2.2 Versuchsaufbau

Fur die Darstellung der atherosklerotischen Plaques der murinen Aorten in vivo wurden funf
Gruppen der ApoE-KO-Mause a funf Mausen gebildet. Vier Gruppen wurden bis zum
Zeitpunkt ihrer Messung mit HFD gefuttert, onne KM in der MRT gemessen und zwei Tage
spater KM-gestutzt erneut gemessen. Die Gruppen unterschieden sich durch ihr
unterschiedliches Alter und die Dauer auf HFD. Gruppe 1 wurde im Alter von 18 Wochen
nach neun Wochen HFD gemessen, Gruppe 2 mit 22 Lebenswochen und 13 Wochen auf
HFD, Gruppe 3 mit 26 Lebenswochen und 17 Wochen auf HFD und Gruppe 4 im Alter von
30 Wochen nach 21 Wochen auf HFD.

Nach der KM-gestutzten MRT-Messung wurden die Mause durch finale Perfusion getotet und
ihre Aorta wurde entnommen. Es erfolgte eine Messung in der yCT und eine en face-
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Praparation mit anschlieBender Sudan VI-Rot (Sudan IV)-Farbung zur Darstellung der
Plaques ex vivo. (Abb. 7, Tab. 1)

Bestimmung
* - BE Serumparameter
pra GDF post GDF .
ol MRT finale SudanlV
Perfusion HCT +
en face
Start HFD

|—||—|—||—|—|—|—| t
Wochen 9 22 30

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Grupped

Abb. 7: Versuchsablauf beziiglich der Gruppen 1 bis 4

Nach der neunten Lebenswoche startet die HFD, die Gruppen 1-4 werden zwischen 18 und 30 Lebenswochen
mit neun, 13, 17 oder 21 Wochen auf HFD gemessen. Zwischen den Messungen pra und post GDF liegen 2d,
nach der post GDF Messung erfolgte die Blutentnahme (BE) und die finale Perfusion. Aus der Blutprobe wurden

die Serumparameter bestimmt, die Aorta wurde im yCT gemessen, en face prapariert und mit Sudan IV gefarbt.

Die funfte Mausgruppe war die Therapiegruppe, die wie die Gruppe 2 im Alter von 22
Wochen nach 13 Wochen auf HFD mittels MRT gemessen wurde (Durchgang 1, DG 1).
Anschlief3end erfolgte jedoch nicht die finale Perfusion, sondern die Umstellung der HFD auf
ND und zwei weitere Durchgange (DG 2, DG 3) derselben Sequenzen nach sechs bzw. zwolf
Wochen. An D3 schloss sich die Totung der Mause, sowie die uyCT-Untersuchung und die en
face-Praparation mit Sudan IV-Farbung wie in den anderen Gruppen an (Abb. 8, Tab. 1).
Eine der Therapiemause musste wahrend des Versuchs wegen eines schlechten
Allgemeinzustands erlost werden (Tab. 1).
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* auf ND
pra GDF post GDF weiterhin
MRT MRT im
Versuch
Bestimmung
Serumparameter
* BE
pra GDF post GDF +
MRT MRT finale Sudan IV
Perfusion |.ICT +
en face
Start Start
HFD *ND %
| ] 2 11 [ [
| 1l LI | 1
Wochen 9 22 34
DG 1 DG 3

Abb. 8: Versuchsablauf beziiglich der Therapiegruppe

Die Therapiegruppe wurde in drei Durchgangen (DG 1, DG 2, DG 3) ebenso gemessen, wie die Gruppen 1-4.
Nach DG 1 wurde die HFD durch ND ersetzt. BE und finale Perfusion mit anschlieRendem uCT, en face und

Sudan IV-Farbung wurden erst nach DG 3 durchgefiihrt.
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Wochen Wochen
Gr. Alter Maus Gentyp HED ND uCT

1 18 1 ApoE KO 9 0 %
2 ApoE KO 9 0 -

3 ApoE KO 9 0 : 5

4 ApoE KO 9 0 -

o ApoE KO 9 0 +

2 22 6 ApoE KO 13 0 -
7 ApoE KO 13 0 +

8 ApoE KO 13 0 +

9 ApoE KO 13 0 -

10 ApoE KO 13 0 +

3 26 11 ApoE KO : I ¢ 0 +
12 ApoE KO 17 0 +

13 ApoE KO 17 0 -

14 ApoE KO 17 0 +

15 ApoE KO 1T 0 -

4 30 16 ApoE KO 21 0 +
17 ApoE KO 21 0 o+

18 ApoE KO 21 0 +

19 ApoE KO 21 0 -

20 ApoE KO 21 0 -

Th. 18 21 ApoE KO 13 0 -
DG 1 22 ApoE KO 13 0 -
23 ApoE KO 13 0 -

24 ApoE KO 13 0 -

25 ApoE KO 13 0 -

Th. 22 21 ApoE KO t t -
DG 2 22 ApoE KO 13 6 -
23 ApoE KO 13 6 -

24 ApoE KO 13 6 -

25 ApoE KO 13 6 -

Th. 34 21 ApoE KO t t -
DG 3 22 ApoE KO 13 12 +
23 ApoE KO 13 12 +

24 ApoE KO 13 12 +

25 ApoE KO 13 12 -

WT 30 26 Wildtyp 21 0 +
27 Wildtyp 21 0 %

Tab. 1: Gruppeneinteilung des Versuchs nach Wochen auf HFD oder ND

Gr.=Gruppe, Th.=Therapiegruppe, DG=Durchgang, t=tot.
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2.2.2.1 MRT-Bildgebung

Die Mause wurden zur Narkoseeinleitung fur circa funf bis acht Minuten mit einer Dosierung
von 3Vol% Isofluran in 11 O, pro Minute in dem Einleitungsbehaltnis vernebelt. AnschlieRend
wurde die Narkose mit 1-2Vol% in 500-600ml/min O, in der MRT Uuber die Atemmaske
aufrecht erhalten. Zur Uberwachung der Narkosetiefe wurde der Atemsensor auf der Maus
befestigt die nach der Atemfrequenz reguliert wurde. Bei einer physiologischen
Atemfrequenz von 100-200Atemzugen/Minute wurden die Mause wahrend der MRT-
Aufnahme nach Richtlinien der FELASA zwischen 60 und 80 Atemzugen/Minute gehalten.

Die in vivo-Messungen mittels MRT wurden an einem 7T Kleintier Scanner (ClinScan,
Bruker, Ettlingen, Deutschland) durchgefuhrt (115).

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe stellte sich das beste Signal-Rausch-Verhaltnis (signal-to-
noise ratio, SNR) fur die Spulen-Kombination ClinScan 16-Kanal Ratten Korperspule mit der
4-Kanal Oberflachenspule heraus (Abb. 9A, B). Eine Prescan Normalisierung mit
elliptischem Filter wurde bei allen Sequenzen durchgefuhrt.

Fir die nativen Messungen wurden die Mause nach der Narkoseeinleitung ohne weitere
Manipulation in das Kleintier-MRT-Gerat gelegt.

Die KM-gestutzte Untersuchung erfolgte 2h nach der Applikation des GDFs Uber das
Kathetersystem in die Schwanzvene der Maus in Narkose. Die Dosierung des GDFs betrug
100mmol/kg KG der Maus.

Die Mause wurden in Bauchlage mit den FuRen voran auf der Spule positioniert (Abb. 9C).
Hierbei wurden ihre Vorderpfoten unter dem Korper hervorgezogen und seitlich fixiert,
sodass das Herz und die Aorta nachstmaoglich auf der Spule lagen.

Die Warmebedeckung wurde fixiert und Augensalbe zum Schutz der Augen aufgetragen
(Abb. 9A).
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Abb. 9: Die Mausspule im ClinScan
Die 4-Kanal Oberflachenspule auf der 16-Kanal Ratten Korperspule fixiert mit dem Atempad und der
Warmebedeckung (A) und die Einfuhr in den ClinScan (B). Die Maus wurde in Bauchlage auf der

Oberflachenspule positioniert, sodass sich die zu untersuchenden Strukturen nah an dieser befanden (C).

Sowohl in der nativen als auch in der KM-gestutzten Untersuchung wurden folgende

Sequenzen durchgefuhrt:

1. T4-gewichtetes Magnetude Bild mit hoher Auflosung fur die Volumenbestimmung der
Plaque,

2. T4-gewichtetes Magnetude-Bild mit dickerer Schichtfuhrung analog zu den SR-und FA-
Sequenzen zur Anpassung der Regionen von Interesse (engl.: regions of interests,
ROls) fur dasT-Mapping,

3. Saturation Recovery (SR)-Sequenz fur das T4-Mapping,

Variable Flipwinkel (FA)-Aufnahmen fur das T4-Mapping.

Den eigentlichen Aufnahmen ging ein Localizer (Abb. 10A) voraus, auf den eine transversale
und parasagittale Planung (Abb. 10B, C) erfolgte.

Abb. 10: Planungen der MRT-Messungen mit Localizern

Mittels der groben Ubersichtsaufnahme (A) wurden transversale Schnitte angefertigt und auf diesen der
Aortenbogen markiert (B). Hieraus wurde eine parasagittale Schicht generiert, in welche die endgliltige,
transversale Schichtflihrung eingezeichnet wurde, die sowohl fur die T4-gewichteten MRT-Bilder als auch fur die
T4-Maps basierend auf den SR-und FA-Sequenzen genutzt wurden (C).
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2.2.2.2 Monitoring der Therapiegruppe

Nach 13 Wochen auf Western-Diat im Alter von drei Monaten erfolgten die ersten
Aufnahmen der Therapiegruppe mittels MRT. AnschlieBend wurden die Mause nicht
perfundiert, sondern nach FELASA-Auflagen weiter versorgt. Die HFD wurde durch
artgerechte Chow Diet (Normale Diat, ND) ersetzt, welche vor allem aus Ballaststoffen
besteht. Dies imitierte die klinisch angewandte Therapie der Atherosklerose durch Anderung
der Ernahrungsgewohnheiten. Die zweite bzw. dritte Messung fand nach sechs bzw. 12
Wochen statt. Im Anschluss an den dritten Durchgang erfolgte die finale Perfusion wie
anschlie3end beschrieben.

Wahrend der Therapiephase musste die Maus 21 erldst werden. Ihr schlechter Zustand war

am ehesten auf die genetische Pradisposition der ApoE'KO-Mause zurtckzufuhren.

2.2.2.3 Terminale Blutentnahme und Entnahme der Aorta mit Wirbelsaulenpaket

Unmittelbar nach der KM-gestutzten Untersuchung wurden die Mause unter intraperitonealer
Betaubung mit Ketanest® terminal perfundiert. Das Narkosemittel wurde wie folgt angesetzt:
0,8ml Ketamin + 0,2ml Xylazin + 4ml 0,9% NaCl. Die Dosierung wurde fur die einzelne Maus
auf 100ul/kg KG angepasst und ggf. bei weiter bestehendem Schmerzreflex erhoht. Der
Wirkbeginn trat nach wenigen Minuten ein, was durch das Ausbleiben der Schutzreflexe
beim Setzen eines Schmerzreizes in der Pfote gepruft wurde.

Der Thorax der Maus wurde er6ffnet und es wurden 0,6-0,8ml Blut aus dem rechten Ventrikel
entnommen. Anschlielend erfolgte die finale Perfusion uber den linken Ventrikel mit ca. 5-
6ml 4%iger Paraformaldehyd-Losung (PFA), danach eine Perfusion mit 2,5%igem
Glutaraldehyd. Die Aorta wurde gemeinsam mit der Wirbelsaule und dem Herzen
entnommen und im Falcontube in 4%iger PFA-L6sung bei 5°C gelagert.

Das entnommene Blut wurde fur 24h im Kuhlschrank bei 5-8°C ruhen gelassen, um die

Gerinnung stattfinden zu lassen.
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2.2.2.4 Plasmalipidbestimmung

24 Stunden nach der Blutentnahme wurden die Proben 15 Minuten bei 3000 Umdrehungen/
Minute zentrifugiert, um das Blut in Serum und Hamatokrit zu trennen. Mit einer Pipette
wurde das Serum separiert. Es erfolgte die Bestimmung der Serum-Triglyceride und des
Serum-Cholesterins per enzymatischen Farbtest mit den Reagenzien TG und CHOL
(Cobas®) im Photometer bei 540nm. Kontrolliert wurde der Test durch die Untersuchung der
Standard-Losung Precipath L mit TG und CHOL.

2.2.2.5 uCT Messungen

Um die anatomische Lage der Aorta wahrend der yCT-Messungen zu erhalten, wurde diese
an der Wirbelsaule belassen (Abb. 11 A). Das Wirbelsaulenpaket mit Aorta wurde auf eine
Lange von circa 2cm und einen Durchmesser von circa 0,5cm gekurzt, anschlieRend flur
48h+2h in 5%ige Phosphorwolframsaure Uberfuhrt. Das vollstandige Einwirken der
Phosphorwolframsaure sollte eine Abgrenzung von Aorta und Plaque im uCT-Bild moglich
machen (48). Anschliel3end wurde die Probe erneut in PFA gelagert. Um Lufteinschlisse im
Gefaldsystem zu minimieren wurde das Herz bei der Praparation er6ffnet und die Probe im
PFA-gefullten Falcontube anschlieRend fur mindestens sechs Stunden in einem Vakuum
belassen.

Die yCT-Messung erfolgte mit dem uCT 40 von SCANO MEDICAL. Parameter: Schichtdicke:
6,00um, Voxelgrofle: 6,00um, Field of view (FOV): 12288um. Schichten pro Praparat: 600-
1000, Energie: 55000V, Intensitat: 145uA, Rekonstruktionsalgorithmus: Cone-Beam

Conversion/Backprojection.

2.2.2.6 En face-Praparation der Aorten und Sudan IV-Farbung

Die Aorten wurden von der Wirbelsdule getrennt und anschlieend von verbliebenen
Muskeln und Fett befreit, bis der Gefaldschlauch einzeln dalag. Fur die en face-Darstellung
der Plaques wurden die Aorten unter dem Binokular prapariert und eine Farbung der
lipidreichen Anteile, also der Plaques, durchgefuhrt. Es wurde von der Bauchaorta bis zur
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Aortenwurzel einschliel3lich den Abgangen Truncus Brachiocephalicus, Arteria subclavia
sinistra und Arteria carotis communis prapariert. (Abb. 11B).

Die GefalRe wurden entlang des unteren Rand des Aortenbogens vollstandig und am oberen
Rand bis zum thorakalen Abschnitt aufgeschnitten und aufgeklappt. Die Fixierung erfolgte mit
Pins auf Parafinplatten.

Vor der Lipidfarbung wurden die gepinnten Aorten zunachst zehn Minuten lang in 60%iger
Isopropanol-Losung gewaschen.

Fir die Farbung wurde 1mg/ml Sudan IV in 100%igem Isopropanol in Lésung gebracht.
Diese wurde nun mit destilliertem Wasser wieder auf 60%ige Isopropanol-Lésung verdunnt.
Die ausfallenden Farbpigmente wurden abfiltriert. Die Aorten wurden mit der Sudan IV-
Lésung Uberdeckt und zehn Minuten auf einem Schiuittler belassen.

Hiernach erfolgte eine zweite zehnminutige Waschung in 60%iger Isopropanol-Lésung (Abb.
11C).

Abb. 11: Praparation der ApoE-KO-Mausaorta

Die Aorta wurde fur die yCT-Messung an der Wirbelsaule belassen, um die anatomischen Verhaltnisse zu
wahren (A). Zur Verhutung von Luftblasenartefakten wurde das Herz prophylaktisch erdffnet. Danach erfolgte
die en face-Praparation unter dem Binokular (B). Zu erkennen sind das Herz und die Aorta mit Aortenbogen
und den drei Abgangen, sowie der Aorta descendens. Fir die Sudan IV-Farbung wurde der Gefal3schlauch

eroffnet und aufgeklappt auf Parafinplatten fixiert. Lipidreiche Plaques farbten sich rot (C).
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2.2.2.7 Mikroskopie der Aorten

Die zweidimensionale photographische Dokumentation der en face-Praparation erfolgte
mittels NIKON Binokular und zugehoriger Kamera. Zur Vergleichbarkeit der Bilder wurden
alle Aorten an einem Tag photographiert und die Skalierung beibehalten.

2.2.3 Auswertungen

2.2.3.1 MRT

Die Auswertung der MRT-Bilder erfolgte Uber Imaged. Das Ti-Mapping wurde Uber das
zusatzliche Plugln T1Relaxlt ausgewertet, welches Uber den Levenberg-Marquardt-
Algorithmus als nicht linearen Optimierungsalgorithmus und den theoretischen Modellen
Inversion Recovery, Saturation Recovery und variablen Flipwinkeln pixelweise die T4-

Relaxationszeiten ermittelt.

Die Auswertung bestand aus der manuellen Markierung der Plaque durch ROls, welche
anschlielfend vom Programm als Einzelstruktur gemessen wurden.

In den in vivo- und ex vivo-Versuchen umschloss die ROI die Plaque beziehungsweise die
Aorta in ihrem Gesamtumfang. Fur die Auswertung des Plaquevolumens wurden die
hochaufgelosten KM-gestutzten-Tq-gewichteten Bilder (Tab.2 1.) verwendet. Hierbei wurde
jede Schicht zwischen Aortenwurzel und dem Truncus Brachiocephalicus ausgewertet. Die
gemessenen Plaqueflachen pro Schicht wurden =zur Berechnung des totalen
Plaguevolumens (TPV) mit der Schichtdicke multipliziert. AuRerdem wurde das Volumen der
Aorta ermittelt und Plaguevolumen mit Aortenvolumen in Relation gebracht. Dies ergab den
Wert fur das relative Plaquevolumen pro Aortenvolumen (rTPV).

Fir jede Maus wurden die ROIs auf den KM-gestutzten-T4-gewichteten Bildern eingefugt,
gespeichert und auf die T4-Mappings der SR (Tab. 2 3.) und der FA (Tab. 2 4.) Ubertragen
(Abb. 12). Da die Aufnahmen wahrend gleichbleibender Lage der Maus entstanden, war auf
ein Verschieben der ROIls in den T4-Mappings fast vollstandig zu verzichten. Verschiebungen

um ein bis drei Pixel wurden wegen maoglichen minimalen Bewegung der Maus toleriert.
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Abb. 12: Platzierung der ROIs in den Magnetude-Bildern (A) und den korrespondierenden Schichte der
T4-Maps basierend auf der SR-(B) und FA-Sequenz (C)

Die ROIs konnten wegen der selben Schichteinstellungen von der Magnetude-Aufnahme auf die weniger
Ubersichtlichen T1-Maps Ubertragen werden.

Die Auswertung in den nativen Aufnahmen erfolgte Uber dieselben ROIs, da davon
ausgegangen werden konnte, dass die Plaque sich innerhalb von 48h nicht relevant
verandert. Da dieselben Sequenzen gemessen wurden, konnten die ROIs ohne
Veranderungen ubertragen werden.

Allerdings musste im nativen Bild eine manuelle Zuordnung der ROI auf die Plaqueflache
gemacht werden, da die Aufnahme an zwei Messterminen mit zweimaliger Lagerung der
Maus in der MRT-Spule stattgefunden hatte. Hierzu wurde sich an prominenten Strukturen
(z.B. Aortenbogen, Vv. pulmonales) orientiert.

Pro Maus wurde je nach GroRe der Plaque und Anatomie der Aorta ascendens funf bis zwolf
Schichten zwischen Aortenwurzel und Aortenbogen ausgewertet, der Mittelwert der Tq-Zeit

(ms) und deren zugehorigen Relaxationswerten Rq (R = Tl*iOOO

in 1/s) gebildet und die post-

KM-Werte mit den nativen Werten verglichen.

2.2.3.2 uCT

Die pCT-Auswertung erfolgte Uber Osirix. Wie bei den MRT-Bildern wurden ROIls um die
Plaque und um die Aorta gelegt (Abb. 13). Das Programm berechnete die Volumina aller
markierten ROls eines Bilderstapels automatisch in mm?®. Es wurden das TPV und die

Aortenvolumina ermittelt und daraus das rTPV berechnet.
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Abb. 13: Einzeichnung der ROls in die uyCT-Bilder

Die griine ROl umfasst die Plaque in der Aorta ascendens.

2.2.3.3 En face-Praparation und Sudan IV-Farbung

Die digitalen en face-Bilder wurden auf dieselbe Grofle skaliert, sodass die Resultate
miteinander vergleichbar wurden. Es wurde der Abschnitt von der Aortenwurzel bis zum
Abgang des Truncus brachiocephalicus ausgewertet.

Mit ImageJ wurden die Flachen der gesamten Aorta und der Plagque mittels ROIs erfasst und
sowohl absolute Plaqueflache und Relation der Plaqueflache pro Aortenflache analog zu
TPV und rTPV verglichen.

2.2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung des Versuchs erfolgte mit GraphPad Prism. Es wurden die
Pearson-Korrelationswerte R mit Konfidenzintervall von 95% ermittelt, wobei Werte ab 0,7
als eine starke Korrelation, ab 0,5 als eine gute oder mafige Korrelation und ab 0,3 als eine
schwache Korrelation bezeichnet wurden. Die zugehorigen p-Werte wurden im zweiseitigem
Test ermittelt, wobei <0,05 als signifikant, <0,001 als sehr signifikant und <0,0001 als
hochsignifikant galt.

Als Fehlerbalken der Gruppen-Mittelwerte wurden die Standard Error of the Mean (SEM)
eingefugt.

Zusatzlich zu den statistischen Tests wurden mehrere Auswertungen durch einen zweiten

unabhangigen Observer durchgefuhrt und die Interobserver-Korrelation dargestellt.
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3. Ergebnisse:

3.1 Quantitative Auswertung der Plaqueprogression

3.1.1 Ergebnisse der en face-Praparation

Die en face-Praparation unter dem Binokular mit anschliefender Sudan IV-Farbung, zeigt
eine Zunahme der PlaquegréRe im Verlauf von Gruppe 1 (neun Wochen HFD) bis Gruppe 4
(21 Wochen HFD) (Abb. 14). Sudan IV farbt den lipidreichen Anteil der Plaques und
ermoglicht damit die visuelle Abgrenzung der Plaqueflache von der Aortenflache.

Die Wildtypmause entwickeln Genotyp-bedingt auch nach 21 Wochen auf HFD keine Plaque
und wurden als Kontrollgruppe eingesetzt (Abb. 14A).

Abb. 14: Plaqueprogression iiber die Wochen auf HFD in der en face-Praparation

Die en face-Praparation mit anschlielender Sudan IV-Farbung je einer Maus der Wildtypen (21 Wochen auf
HFD) (A), der Gruppe 1 (B), neun Wochen auf HFD, der Gruppe 2 (C), 13 Wochen auf HFD, der Gruppe 3 (D),
17 Wochen auf HFD und der Gruppe 4 (E), 21 Wochen auf HFD, zeigen die Plaqueprogression in ApoE-KO-
Mausen mit zunehmender Dauer der HFD.

Das gemessene Aortenvolumen und das steigende TPV und rTPV der einzelnen Mause der
Gruppen 1 bis 4 und der Therapiegruppe, sowie deren Mittelungen bestatigen die
Plagueprogression Uber die Zeit (Tab. 3).

In der mit * gekennzeichneten Mittelung der Gruppe 3 in Tabelle 3 wurde die Maus 15
ausgeschlossen, die den Erwartungen an das Modell widersprechend nach 17 Wochen HFD
keine Plaque ausgebildet hat (Abb. 15). Im Folgenden bedeuten mit * gekennzeichnete
Werte weiterhin den Ausschluss der Maus 15.
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Aorta TPV
Gruppe Maus HFD/ ND (um?x 10°)  (um? x 10°) rTPV
1 1 9/0 149.4 10,8 7,3%
2 120,8 15,8 13,1%
3 198,2 17,3 8,7%
4 165,2 0,8 0,5%
> 164,7 11,8 1:2%
MW % SEM 159,7 126 11,3%2)9 7,3% % 2,0%
2 6 13/0 183,9 22,2 12,1%
7 133,6 16,3 12,2%
8 175,6 16,8 9,6%
9 126,7 10,8 8,6%
10 144 21.7 15,1%
MW = SEM 1528+114 176221 11,5%*1,1%
3 11 17/0 176,5 41,4 23,5%
12 1374 30,6 22,3%
13 129,2 21,2 16,4%
14 151,4 51.3 33,9%
15 147 0 0,0%
MW = SEM 148,2 £ 8,1 29,0+x88 19,2% *5,6%
MwW* + SEM 148,6 £ 8,4 36,1+6,5 24,0%*3,6%
4 16 21/0 110,5 34 30,8%
17 207 1 109,5 52,9%
18 119,8 39,9 33,3%
19 165,7 97,6 58,9%
20 127 2 36,5 28,7%
MW = SEM 1461 £17,9 63,5*16,5 40,9% *6,2%
Therapie 21 13/12 t t t
22 1415 73 51,6%
23 95,7 28,1 29,4%
24 95,2 45,9 48,2%
25 107 39,5 36,9%
MW = SEM 1098 +10,9 46,6+*95 41,5%*51%

Tab. 3: TPV und rTPV der Gruppen 1-4 in der en face-Praparation

TPV und rTPV der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe, sowie die Mittelwerte der Gruppen und deren
Standard Error of the Mean (SEM). MW=Mittelwert

*=Ausschluss der Maus 15 in den Gesamtwerten der Gruppe 3.

t=Maus friihzeitig verstorben und im Folgenden von der Studie ausgeschlossen.
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Abb. 15: Vergleich der en face-praparierten Aorten von Maus 15 und Maus 11 der Gruppe 3
Keine Plaqueentwicklung nach 17 Wochen auf HFD in Maus 15 (A) der Gruppe 3, wahrend die Maus 11 (B)

derselben Gruppe deutliche Plaques zeigt.

3.1.1.1 Verlaufe von TPV und rTPV der Gruppen 1-4* liber die Zeit

Sowohl die ermittelte absolute Plaqueflache (TPV) (Abb. 16A) als auch die relative
Plaqueflache pro Aortenflache (rTPV) (Abb. 16B) aus der en face-Praparation zeigen einen
exponentiellen Anstieg Uber die Lebenswochen der Gruppen 1-4*. Die Werte der
Therapiegruppe nach 13 Wochen HFD und zwdlf Wochen ND ahneln bzw. fanden sich trotz
héherem Lebensalter unter dem Wert der Gruppe 4 (Abb. 16).

Mit Anstieg des Lebensalters bzw. der Wochen auf HFD wurde im Mittel ein Anstieg des TPV
von 11,3+2,9um? x10%in Gruppe 1 iiber 17,622,1um? x10° in Gruppe 2 und 36,1+6,5um? x10°
in Gruppe 3* auf 63,5+16,5um? x10° in Gruppe 4 beobachtet. Das TPV der Therapiegruppe
fand sich mit 46,6+9,5um? unterhalb dessen der Gruppe 4 auf HFD, welche der
Therapiegruppe in Bezug auf die Lebenswochen am nachsten liegt.

Beim rTPV wurde ein Anstieg von 7,3+2,0% in Gruppe 1 Uber 11,5+1,1% in Gruppe 2 und
24,0+£3,6% in Gruppe 3* auf 40,9146,2% in Gruppe 4 beobachtet. Das rTPV der
Therapiegruppe nach 13 Wochen HFD und zwdlf Wochen ND lag mit 41,51£5,1% im Bereich
dessen der Gruppe 4, bei 4 Wochen hdherem Lebensalter (Gruppe 4 30 Wochen alt,
Therapiegruppe bei drittem Durchgang 34 Wochen alt).
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Abb.16: TPV und rTPV in der en face-Praparation iiber die Zeit

In der en-face-Praparation und Sudan IV-Farbung ermittelte Plaqueprogression in ApoE-KO-Mausen von neun
bis 21 Wochen auf HFD (Gruppen 1-4*). Zum Vergleich mit dargestellter Endwert der Therapiegruppe nach 13
Wochen auf HFD und weiteren zwolf Wochen auf ND in Hellgrau. Sowohl fir das TPV (A) als auch das rTPV

(B) ergibt sich eine exponentielle Kurve.
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3.1.2 Ergebnisse der Plaquevolumen-Messungen mittels MRT

3.1.2.1 Verlaufe von TPV und rTPV der Gruppen 1-4* liber die Zeit

Die Aorta ascendens zeigt in der MRT Uber die Dauer der HFD in den Gruppen 1-4* analog
zu den en face-Bildern eine makroskopsich sichtbare Plaqueprogression (Abb.17), wobei die

Plagueprogression insbesondere zwischen Gruppe 3 und 4 deutlich zu erkennen ist.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4

Abb. 17: MRT-Bildgebung der Plaqueprogression uber die Wochen auf HFD im Vergleich zur en face-
Praparation

In den MRT-Bildern ist eine transversale Schicht durch die thorakale Aorta auf Hohe des Truncus pulmonalis
dargestellt. Die Zunahme der Plaquegréf3e von Gruppe 1, mit neun Wochen HFD (A), Gruppe 2, mit 13 Wochen
HFD (B), Gruppe 3, mit 17 Wochen auf HFD (C) bis Gruppe 4, mit 21 Wochen HFD (D) ist in der MRT ebenso
detektierbar, wie in der en face-Praparation. Die Pfeile markieren die jeweilige Plaque in der Aorta ascendens.
P=Tr. Pulmonalis.

In Tabelle 4 sind die einzelnen Werte von TPV und rTPV der Mause aufgelistet. Die
Einzelwerte innerhalb der Gruppen variieren zum Teil, wobei die Mittelwerte einen deutlichen
Anstieg von TPV und rTPV Uber die Wochen auf HFD zeigen (Tab. 4, Abb. 18).
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Gruppe HFD Maus Aorta (mm?) TPV (mm?) rTPV
1 9 1 37 0,28 7,4%
2 53 0,35 6,6%
3 6,8 0,71 10,3%
4 6 0,26 4,3%
5 7 0,7 9,9%
MW t SEM 58%0,6 046+010 7,7%%*1,1%
2 13 6 6,7 0,28 4,2%
Vi 8,9 1,01 15,4%
8 3,9 0,29 7,5%
9 5,8 0,22 3,7%
10 5,8 0,68 11,8%
MW = SEM 6,2%+0,8 0,50+0,15 8,5% *2,3%
% ¢ 1" 8,2 0,9 11,0%
12 8,7 1,89 21,6%
13 5,2 0,53 10,3%
14 7,5 1,61 21,3%
15 2,8 0,13 4,6%
MW * SEM 6,5+1,1 1,01+£0,33 13,8% *3,3%
MW* + SEM 74%0,8 1,2320,31 16,1% £ 3,1%
4 21 16 6,3 1,09 17,4%
17 o7 1,69 30,0%
18 6,4 1,66 25,8%
19 - - -
20 - - -
MW £ SEM 6,1+0,2 1,48+ 0,19 24,4% *3,7%

Tab. 4: TPV und rTPV der Gruppen 1-4 in der MRT

Ansteig der Werte flr TPV und rTPV der Gruppen 1-4, sowie der Mittelwerte der Gruppen und deren Standard

Error of the Mean (SEM). Wegen eines Datenverlusts fehlen die Werte der Mause 19 und 20.

MW=Mittelwert

*=Ausschluss der Maus 15 in den Gesamtwerten der Gruppe 3.
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Das TPV steigt im Mittel von 0,46+0,1'mm? nach neun Wochen HFD bis zur Gruppe 2 nur
gering auf 0,5+0,15mm?® nach 13 Wochen. Dies korrespondiert mit der nur geringen
makroskopisch visuellen Zunahme der Plaquegrolde in der MRT und der en face-Praparation
(Abb. 17). Nach 17 Wochen ist das TPV auf 1,23+0,31mm? und nach 21 Wochen auf
1,48+0,19mm?* angestiegen (Abb. 18A). Das rTPV steigt von 7,7+1,1% nach neun Wochen
HFD Uber 8,5+2,3% nach 13 Wochen HFD und 16,1£3,1% nach 17 Wochen HFD auf
24,4+3,7% nach 21 Wochen auf HFD (Abb. 18B) an. Auch hier ist nur eine geringe Zunahme

der PlaquegrofRe zwischen der 1. und 2. Mausgruppe detektierbar.
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Abb. 18: TPV und rTPV der Gruppen 1-4* in der MRT uber die Zeit
Anstieg der Mittelwerte der Gruppen 1-4* der Messungen des TPVs (A) und rTPVs (B) in der MRT mit

zunehmender Zeit auf HFD.

3.1.2.2 Interobserver-Auswertung des TPV und rTPV in der MRT

Die Interobserver-Korrelation der MRT-Auswertung der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe
ergibt eine starke, hochsignifikante Korrelation nach Pearson fur das TPV mit R=0,70 bei
p<0,0001 (Abb. 19A) und eine gute Korrelation fur die rTPV-Auswertung mit R=0,67 bei
p<0,0001 (Abb. 19B).
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Abb. 19: Interobserver-Korrelation von TPV und rTPV in der MRT der Gruppen 1-4 und der
Therapiegruppe

Die Messungen der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe in der MRT wurden durch zwei verschiedene
Observer ausgewertet. Die Ergebnisse der beiden Auswertungen korrelieren mit R=0,70 stark fur das TPV (A)
und mit R=0,67 gut fir das rTPV (B).

Die Interobserver-Korrelation der TPV-Werte der Gruppen 1-4 ohne die Therapiegruppe in
der MRT ergibt eine starke, hochsignifikante Korrelation nach Pearson mit R=0,84 bei
p<0,0001 (Abb. 20A). Eine noch starkere Korrelation zeigt sich mit R=0,88 bei p<0,0001 bei
der rTPV-Auswertung (Abb. 20B).
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Abb. 20: Interobserver-Korrelation der TPV und rTPV-Auswertung in der MRT der Gruppen 1-4
Die Messungen der Gruppen 1-4 in der MRT wurden durch zwei verschiedene Observer ausgewertet. Die
Ergebnisse der beiden Auswertungen korrelieren mit R=0,84 fiir das TPV (A) und mit R=0,88 fir das rTPV (B)

sehr stark.
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3.1.2.3 TPV und rTPV der Therapiegruppe in der MRT {uiber die Zeit

Die erste MRT-Messung der Therapiegruppe (DG 1) erfolgte nach 13 Wochen auf HFD. Um
den Krankheitsverlauf zu monitoren, wurde anschlielend auf ND umgestellt und weitere
MRT-Messungen nach sechs (DG 2) und zwolf Wochen durchgefihrt (DG 3).

Die Messungen der Therapiemause zu den unterschiedlichen Zeitpunkten in der MRT
ergaben, wie bei den Mausegruppen 1-4 eine Zunahme der PlaquegréfRe. Die an die letzte
MRT-Messung anschlieRende en face-Praparation bestatigte, dass auch in der
Therapiegruppe eine Plaque detektierbar war (Abb. 21).

Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3 en face

Abb. 21: Plaqueprogression der Therapiegruppe in der MRT

In den MRT-Bildern ist eine transversale Schicht durch die thorakale Aorta auf Hohe des Truncus pulmonalis
dargestellt. Die Therapiegruppe wurde nach 13 Wochen HFD (A) wieder auf ND umgestellt und sechs (B) und
zwolf (C) Wochen spater erneut in der MRT gemessen. Die Pfeile markieren die Plaque in der Aorta ascendens
im Transversalschnitt. Zum Vergleich die en face-Praparation nach der dritten Messung (D).

P=Tr. Pulmonalis.

Die Tabelle 5 gibt einen Uberblick Uber die Einzelwerte von TPV und rTPV innerhalb der
Therapiegruppe, wobei diese nur moderat schwankten und einen kontinuierlichen Anstieg im
Verlauf aufwiesen (Tab. 5).
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Durchgang HDF/ND Maus Aorta (mm3) TPV (mm3) rTPV
1 13/0 21 7.3 0,97 13,4%
22 5 0,81 16,3%
23 4,8 0,56 11,7%
24 5,3 0,62 11,8%
25 7,2 1,19 16,6%
MW + SEM 5905 0832011 14,0% *1,1%
2 13/6 22 6,7 1.2 18,0%
23 4.4 1,08 24.2%
24 6,6 1,54 23.3%
25 1.3 1,4 19,2%
MW * SEM 6,306 1,310,110 21,2% *1,5%
3 13/12 22 7,3 2,61 35,7%
23 6,8 2,11 30,9%
24 6,4 1,59 25,0%
25 8,4 2,12 32,4%
MW % SEM 7,204 2,26+0,26 31,0%*2,2%

Tab. 5: TPV und rTPV der Therapiegruppe in der MRT
Verlaufsmessungen der Therapiegruppe nach 13 Wochen HFD und weiteren sechs und zwdlf Wochen nach

Umstellung auf ND.
MW=Mittelwert, SEM=Standard Error of the Mean

Der Verlauf des TPVs ist steigend von 0,83+0,11mm> nach 13 Wochen HFD iiber
1,3120,10mm® nach sechs Wochen ND auf 2,26+0,26mm® nach zwdélf Wochen ND mit 34
Lebenswochen (Tab. 5, Abb. 22A).
Das rTPV (Tab. 5, Abb. 22B) beginnt nach 13 Wochen HFD bei 14,0£1,1% und steigt Uber
21,2+1,5% auf 31,0+2,2% nach zwolf Wochen ND.
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Abb. 22: Verlauf von TPV und rTPV der Therapiegruppe in der MRT.
Sowohl beim TPV(A) als auch beim rTPV(B) ist nach Umstellung auf ND ein linearer Anstieg von den
Ausgangswerten 0,83+0,11mm°® bzw. 14,0+1,1% auf die Endwerte von 2,260,26mm® bzw. 31,0+2,2% nach

zwoOlf Wochen zu beobachten.

3.1.2.4 Gruppen 1-4* im Vergleich mit der Therapiegruppe in der MRT

Die Graphen zur Darstellung der Plaqueprogression der Therapiegruppe, welche ab der 13.
Woche ND erhielt, und der Gruppen 1-4*, die durchgehend HFD erhielten, unterscheiden
sich in ihrer Steigung. Wahrend die Kurve der Gruppen 1-4* sowohl in der Darstellung des
TPVs (Abb. 23A) als auch des rTPVs (Abb. 23B) exponentiell ansteigt, findet in der
Therapiegruppe ein flacherer, eher linearer Anstieg statt. Dieser Unterschied im
Kurvenverlauf ist besonders in der Auswertung von rTPV nachweisbar. Trotzdem zeigte die
Therapiegruppe die grofdte Plaque, wobei diese mit 34 Wochen im Vergleich zu Gruppe 4 mit
30 Wochen auch ein hoheres Lebensalter erreicht haben und bereits in Woche 22 mit einem
héheren Ausgangswert begannen. Der Endwert des TPVs lag in Gruppe 4 bei 1,48+0,19mm?
im Vergleich dazu in der Therapiegruppe nach dem dritten Durchgang bei 2,260,26mm?.
Der Endwert des rTPVs der Therapiegruppe nach dem dritten Durchgang war mit 31,0£2,2%
ebenfalls hoher als jener der Gruppe 4 mit 24,4+3,7%, wobei auch der Ausgangswert bei

Durchgang 1 hoher lag, als jener der Gruppe 2.
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Abb. 23: Korrelation von TPV und rTPV der Therapiegruppe mit den Gruppen 1-4* in der MRT
Der linearere Anstieg der Plaqueprogression in der Therapiegruppe wird im Vergleich zum exponentiellen
Anstieg in den Gruppen 1-4* deutlich. Die Endwerte von TPV(A) und rTPV(B) der Therapiegruppe liegen Uber

denen der Gruppe 4, wobei auch ein héherer Ausgangswert in Woche 22 vorlag.

3.1.2.5 Korrelation von TPV und rTPV in der MRT mit denen der en face-Praparation

Im Vergleich der en face-Praparation und der MRT konnte eine starke hochsignifikante
Korrelation fur das TPV mit R=0,74 bei p<0,0001 (Abb. 24A) und noch starker fur das rTPV
mit R=0,90 bei p<0,0001 (Abb. 24B) gezeigt werden. Es wurden die Gruppen 1-4 und die
Therapiegruppe in die Korrelation eingeschlossen.

N L
. 40-
[ ]
& °
E 2 [} |n_: 304 [ ]
= ) =
£ E 20-
£ 4 &
> = 0l .
B R: 0,74 10 R%g’ggo |
o p<0,0001 P=b,
U . &y iy e A 00:0 0.2 0.4 0.6 g
TPV der en face- Praparation (um? x103) rTPV der en face-Praparation

Abb. 24: Korrelation von TPV und rTPV in der MRT mit dem in der en face-Praparation

Die Auswertung des TPVs (A) der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe in der en face-Praparation und in der
MRT korrelieren mit R=0,74 bei p<0,0001 stark. Noch starker ist die Korrelation der rTPV-Werte (B) mit R=0,90
bei p<0,0001.
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3.1.3 Ergebnisse der yCT-Auswertung

Auch in der uCT ist die Plaqueprogression von Gruppe 1 bis Gruppe 4 analog zur en face-
Praparation und MRT zu erkennen (Abb. 25). Zusatzlich zu den vorherigen Messmethoden
kénnen in fortgeschrittenen Plaques einer Maus der Gruppe 4 und allen Mausen der
Therapiegruppe Kalzifizierungen dargestellt werden (Abb. 25D, E).

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Therapie

.
£ - ) \

Abb. 25: Plaqueprogression der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe in der uCT (unten) im Vergleich
zur MRT (mittig) und der en face-Praparation (oben)

In den MRT- und pCT-Bildern ist jeweils ein transversaler Schnitt durch die thorakale Aorta auf Hohe des
Truncus pulmonalis dargestellt. Die blauen Pfeile markieren die Plaque in der Aorta ascendens im uCT, die
orangenen Pfeile zeigen die Kalzifizierungen der Plaques in Gruppe 4 und der Therapiegruppe. Die roten Pfeile
markieren die Plaque in der Aorta ascendens in der MRT.

Wie in der en face-Praparation (obere Reihe) und den MRT-Bildern (mittlere Reihe) erkennt man in der uCT
(untere Reihe) die Plaqueprogression von der Gruppe 1, neun Wochen auf HFD (A), uber die Gruppe 2, 13
Wochen auf HFD (B), und die Gruppe 3, 17 Wochen auf HFD (C), bis hin zur Gruppe 4, 21 Wochen auf HFD
(D). Die Therapiegruppe, 13 Wochen auf HFD und zwolf Wochen auf ND, (E) ahnelt in ihren Ergebnissen denen
der Gruppe 4. Als Zeichen einer fortgeschrittenen Plaquearchitektur sind Kalzifizierungen zu erkennen.

P=Tr. Pulmonalis.
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3.1.3.1 Verlaufe von TPV und rTPV der Gruppen 1-4 uber die Zeit

Der Verlauf des TPV und des rTPV in der uCT Uber die Lebenswochen der Gruppen 1-4 und
der Therapiegruppe nach 13 Wochen HFD und zwolf Wochen ND (13/12) ist progredient
(Tab. 6, Abb. 26). Mit Anstieg des Lebensalters bzw. der Wochen auf HFD wurde im Mittel
ein Anstieg des TPV von 0,002+0,0 mm?in Gruppe 1 {ber 0,03+0,0 mm?® in Gruppe 2 und
0,08+0,03 mm? in Gruppe 3 auf 0,27+0,177mm?® in Gruppe 4 beobachtet. Das TPV der
Therapiegruppe nach ND wurde deutlich unterhalb dessen der Gruppe 4 bei 0,05+0,01 mm?®
beobachtet (Abb. 26A).

Beim rTPV wurde ein Anstieg von 1,1+1,1% in Gruppe 1 uber 6,8+3,8% in Gruppe 2 und
12,5£2,6% in Gruppe 3 auf 14,844,9% in Gruppe 4 beobachtet. Das rTPV der
Therapiegruppe nach 13 Wochen HFD und zwolf Wochen ND lag mit 13,9+2,8% im Bereich
dessen der Gruppe 4 (Abb. 26B).
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Abb.26: TPV (A) und rTPV (B) der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe in der uCT uber die Zeit

Der Anstieg des TPVs der Gruppen 1-4 Uber die Dauer der HFD in der uCT (A) verlauft exponentiell, der
Endwert der Therapiegruppe (0,05+0,01 mm?®, Hellgrau) liegt deutlich unter dem Wert der Gruppe 4
(0,2710,17mm3). Die Kurve des rTPVs der Gruppen 1-4 (B) verlauft umgekehrt exponentiell, der zum Vergleich
dargestellte Endwert der Therapiegruppe (13,9+2,8%) in Hellgrau liegt im Bereich des Werts der Gruppe 4
(14,8+4,9%).
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Gruppe HFD/ND Maus Aorta (mm?®) TPV (mm?) rTPV
1 9/0 1 0,19 0 0,0%
3 0,24 0 0,0%
5 0,2 0,007 3,3%

MW = SEM 0,21+0,01 0,002+0,000 1,1%*1,1%
2 13/0 7 0,21 0,03 14,1%
8 1,63 0,024 1,5%
10 0,64 0,031 4.8%

MW = SEM 0,83+ 0,42 0,03 £ 0,00 6,8% * 3,8%
3 17/0 1" 0,54 0,092 17,2%
12 0,32 0,026 8,1%
14 0,99 0,121 12,2%

MW + SEM 0,62 + 0,20 0,08 + 0,03 12,5% * 2,6%
4 21/0 16 0,85 0,101 11,8%
17 2.52 0,614 24.4%
18 1,07 0,088 8,3%

MW * SEM 1,48 * 0,52 0,27 £ 0,17 14,8% * 4,9%
Therapie 13/12 23 0,42 0,046 10,8%
24 0,26 0,05 19,5%
25 0,59 0,068 11,5%

MW + SEM 0,42+ 0,10 0,05 % 0,01 13,9% % 2,8%

Tab. 6: TPV und rTPV der Gruppen 1-4 in der uCT

Auflistung der Einzel- und Mittelwerte der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe in der yCT. Es wurden jeweils

drei Mause pro Gruppe mittels yCT gemessen, ein Anstieg von TPV und rTPV uber die Gruppen 1-4 ist zu
beobachten. Die Werte der Therapiegruppe dhneln am ehesten der Gruppe 3, trotz h6herem Alter.
MW=Mittelwert, SEM=Standard Error of the Mean
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3.1.2.2 Interobserver-Auswertung des TPV und rTPV in der pCT

Bei der Interobserver-Korrelation der TPV-Auswertung in der uCT aller gemessenen Mause
(Abb. 27A) wird eine starke Korrelation von R=0,72 bei p<0,003 zwischen zwei Beobachtern
gefunden. Fur die rTPV-Interobserver-Auswertung (Abb. 27B) ergibt sich eine gute
Ubereinstimmung von R=0,63 bei p<0,02.

Die meisten gemessenen Werte befinden sich zwischen 0 und 0,2 mm?®. Auffillig ist der
Extremwert des TPVs der Maus 17, der durch beide Observer erfasst wurde (Abb.27A).
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Abb. 27: Interobserver-Korrelation von TPV und rTPV in der uCT
Der Vergleich der Ergebnisse des TPVs(A) der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe in der yCT durch zwei
unabhangige Observer zeigt mit R=0,72 bei p<0,003 eine hohe und fir das rTPV (B) mit R=0,63 bei p<0,02

eine gute Korrelation.
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3.1.3.3 Korrelation von TPV und rTPV in der yCT mit denen der en face-Praparation

Bei dem Vergleich des TPVs aller Mause in der uCT mit dem in der en face-Praparation stellt
sich eine negative Tendenz jedoch keine signifikante Korrelation mit einem R=-0,13 bei
p<0,65 dar (Abb. 28A).

In Bezug auf das rTPV (Abb. 28B) zeigt sich eine starke hochsignifikante Korrelation nach

Pearson mit R=0,83 bei p=0,0001 zwischen beiden Messmethoden.
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Abb. 28: Korrelation von TPV und rTPV in der uyCT mit der en face-Praparation
Das TPV(A) in der uyCT korreliert mit R=-0,13 bei p>0,65 nicht mit der en face-Auswertung, wahrend das
rTPV(B) in der uCT mit R=0,83 bei p<0,0001 hochsignifikant stark mit den Werten der en face-Préparation

korreliert.

58



3.1.3.4 Korrelation von TPV und rTPV in der upCT mit denen der MRT

Analog zu den Vergleichen der en face-Praparation mit den MRT-Auswertungen wurden

auch die yCT-Auswertungen mit den anderen quantitativen Methoden verglichen.

In Bezug auf das TPV (Abb. 29A) stellt sich im Vergleich von yCT- und MRT-Messung mit
R=0,27 bei p<0,35 keine signifikante Korrelation dar. Das rTPV (Abb. 29B) der beiden
Methoden korreliert mit R=0,63 bei p<0,02 maRig.
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Abb. 29: Korrelation von TPV und rTPV in der uyCT mit dem der MRT-Auswertung
Eine Korrelation des TPVs (A) und rTPVs(B) der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe zwischen yCT- und

MRT-Auswertung stellt sich mit R=0,27 bei p<0,35 bzw. R=0,63 bei p<0,02 nicht eindeutig dar.

L))
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3.2 Qualitative Auswertung der Plaqueprogression mittels T1-Mapping

3.2.1 T4-Mapping basierend auf der SR-Sequenz

Die Einfarbung der T1-Map basierend auf der SR-Sequenz erfolgte durch manuelle Auswahl
der einzuschlielenden Ti-Zeiten und deren zugehdrige Relaxationszeiten R,. Fur die
Auswertung der SR-Sequenzen wurden alle Ti-Zeiten zwischen 0 und 2000 ms
eingeschlossen (Abb. 30).

Gruppe 1 Gruppe 2
MRT pra GDF post GDF MRT pra GDF post GDF

Abb. 30: T4-Map auf Basis der SR-Sequenz im Vergleich zur T,-gewichteten MRT

Die verschiedenen T¢-Zeiten der Voxel werden in der SR-Sequenz als verschiedene Farben dargestellt. Nicht
nur das Plaquevolumen steigt von Gruppe 1(A) Gber Gruppe 2(B) und Gruppe 3(C) bis Gruppe 4(D), sondern
auch die T4-Zeiten, angezeigt durch die Farbgebung der T1-Map, verkiirzen sich innerhalb der Plaqueregionen
sowohl zwischen pra (mittig) und post (rechts) GDF-Gabe, als auch Uber die Zeit (zwischen Gruppe 1 bis 4).
Um die Plaque in den T4-Map zu detektieren wurden die T-gewichteten MRT-Bilder (links) im Vergleich

eingesetzt. Die Pfeile markieren die Aorta ascendens im transversalen Anschnitt. P=Tr. pulmonalis.

Die T4-Zeiten der Plaqueregionen lagen im Mittel zwischen 357+18ms bis 537+137ms pra
GDF-Gabe und von 219+54ms bis 411+44ms post GDF-Gabe. Der exponentielle Anstieg
der AT ist von 30+7,47ms in Gruppe 1 nach neun Wochen HFD Uber 73£61ms in Gruppe 2
(13 Wochen HFD) und 113+33ms in Gruppe 3 (17 Wochen HFD) auf 319+97ms in Gruppe 4
nach 21 Wochen auf HFD deutlich (Abb. 31A).
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Vor allem der AT4— Wert der Maus 17 mit 509ms sticht als Extremwert heraus, der sich in
den folgenden Graphiken wiederholt darstellen wird (Tab. 7, Abb. 44).

Gruppe Maus HFD Tiprda(ms) T,post(ms) ATy (ms) R, pra ('/s) Ripost('/s) AR, ('Is)
1 1 9 309 261 48 3,2 3,8 0,59
2 344 329 15 29 3 0,13
3 352 304 48 28 3.3 0,45
4 361 342 19 2,8 29 0,15
5 418 437 19 24 2,3 0,1
MW + SEM 357 18 33529 30 £7,47 28%0,13 3,1 0,25 0,28+ 0,10
2 6 13 477 450 27 2 2,2 0,13
7 438 422 17 23 24 0,09
8 505 510 5 2 2 0,02
9 564 246 318 1,8 41 2,29
10 429 429 0 23 2,3 0
MW * SEM 483 + 24 411 44 73 61 21+0,10 2,6 +0,38 0,50 £ 0,45
3 1" 17 464 255 209 2,2 3,9 1,76
12 388 273 115 2,6 3.7 1,08
13 305 269 36 3:3 3,7 0,44
14 421 263 158 24 3,8 1,42
15 310 261 49 3.2 3.8 0,61
MW + SEM 378 £ 31 264 3 11333 2,7+0,23 3,8 £0,05 1,06 *0,25
4 16 21 297 11 187 3.4 9 5,67
17 773 264 509 1.3 3,8 249
18 542 281 261 1.8 3,6 1,71
MW + SEM 537 £137 219+ 54 319 £ 97 2,2 0,62 55+1,8 329%+1,2

Tab. 7: Ergebnisse der T4-Zeiten und -Relaxivititen der Gruppen 1-4 auf Basis der SR-Sequenz

Die Differenz der T4-Zeiten und R4 in der Plaqueregion zwischen pra und post GDF-Gabe erhéht sich mit der

Dauer der HFD.

MW=Mittelwert, SEM=Standard Error of the Mean.

Die Ri-Werte lagen durchschnittlich zwischen 2,1+0,10"s und 2,7+0,23"/s prd GDF und
zwischen 2,6+0,38'/s bis 5,5+1,8"/s post GDF. Analog zu AT steigt die Kurve der mittleren
Ti-Relaxivititen ARy von 0,28+0,10"/s in Gruppe 1 iber 0,50+0,45'/s in Gruppe 2 und
1,06+0,25"/s in Gruppe 3 auf 3,29+1,2"/s in Gruppe 4 mit zunehmendem Alter und Zeit auf
HFD exponentiell an (Abb. 31B).
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Abb.31: AT, und AR, der Gruppen 1-4 basierend auf der SR-Sequenz

Der Anstieg von AT4(A) und AR4(B) in den Plaqueregionen der Mausgruppen mit langerer HFD wird deutlich.
Bei einem anfanglichen Wert der AT, von 30+£7,47ms steigt die Differenz durch vermehrte KM-Aufnahme der
gréReren Plaques bis zur Gruppe 4 auf durchschnittlich 319+97ms. Die mittlere AR, steigt von 0,28+0,10"/s bis
auf 3,29+1,2/s.

3.2.1.1 Ergebnisse der T1-Auswertung der SR-Sequenz der Therapiegruppe

Mit der Auswertung der SR-Bilder kann die Veranderung einer Plaque uber mehrere Wochen
dargestellt werden (Abb. 32).

Die Ti-Zeiten der Therapiegruppe lagen im Mittel pra GDF zwischen 330+27ms und
396+51ms, post GDF zwischen 257+32ms und 322+23ms, ein linearer Anstieg der AT, ist
von 47+19ms uber 83+50ms auf 112+32ms zu erkennen (Tab. 8, Abb. 33A)

Die mittleren R{-Werte fanden sich zwischen 2,6+0,31"/s bis 3,1+0,24"/s im nativen MRT und
zwischen 3,210,211/3 bis 4,110,471/3 im KM-gestutzten MRT. Die Zunahme von AR vom
ersten bis zum dritten Durchgang ist mit 0,49+0,23"/s {iber 0,58+0,30"/s auf 1,33+0,44'/s
erkennbar (Tab. 8, Abb. 33B).
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Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3

.
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W

Abb. 32: Plaqueprogression der Therapiegruppe in der SR-Sequenz

Plagueprogression von Durchgang 1 nach 13 Wochen HFD(A) Uber Durchgang 2 nach 6 Wochen ND(B) bis
Durchgang 3 nach zwdolf Wochen ND(C). Abgebildet ist dieselbe Maus zu den drei Zeitpunkten. Es ist die
Zunahme der AT; von 47+19ms auf 83+50ms auf 112+32ms zwischen den Bildern pra (mittig) und post
(unten) GDF-Gabe dargestellt. Im Vergleich die korrespondierenden Tq-gewichteten MRT Bilder (oben).

Die Pfeile markieren die Plaque in der Aorta ascendens. P=Tr. Pulmonalis.
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DG Maus HFD/ND Tipra(ms) T, post(ms) AT; (ms) Rq pra ('/s) Ry post('ls) AR; ('Is)

1 21 13/0 332 229 103 3 4.4 1,35
22 259 246 13 3.9 4.1 0,2
23 324 313 1" 3:1 3,2 0,11
24 312 341 29 3,2 29 0,27
25 423 344 79 2,4 29 0,54

MW t SEM 330 £ 27 295+ 24 47 £ 19 3,1%0,24 3,5%0,30 0,49 £ 0,23
2 22 13/6 294 303 9 34 3.3 0,1
23 375 280 95 2,7 3,6 0,91
24 537 319 218 1,9 34 1,27
25 378 386 8 26 26 0,06

MW t SEM 396 * 51 322+23 83 £ 50 2,6 £0,31 3,2%0,21 0,58 £ 0,30
3 22 13/12 360 195 165 2,8 51 2,36
23 417 260 157 2,4 3,8 1,44
24 327 230 97 3.1 44 1,29
25 371 344 27 2,7 29 0,21

MW + SEM 36919 257 £ 32 112 +32 27+014 4,1 +047 1,33+0,44

Tab. 8: Ergebnisse der T4-Zeiten und -Relaxivititen der Therapiegruppe auf Basis der SR-Sequenz

Die Auflistung der T4-Zeiten und R4 pra und post GDF-Gabe zeigt die Zunahme der Differenzen mit dem Alter.

DG=Durchgang, MW=Mittelwert, SEM=Standard Error of the Mean
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Abb. 33: AT, und AR, der Therapiegruppe auf Basis der SR-Sequenz
AT4(A) steigt mit zunehmendem Alter der Mause von 47+19ms Uber 83+50ms bis 112+32ms linear an, AR¢(B)

20
Alter in Wochen

30

40

zeigt einen diskreten Anstieg von 0,49+0,23"/s auf 0,58+0,30'/s zwischen erster und zweiter Messung und

steigt im dritten Durchgang deutlicher auf 1,33+0,44"/s an.
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3.2.1.2 Vergleich der Gruppen 1-4 mit der Therapiegruppe

Vergleicht man die Kurven von ATq (Abb. 34A) und AR, (Abb. 34B) der Therapiegruppe mit
den Gruppen 1-4 zeigt sich analog zu den Beobachtungen der Ti-gewichteten MRT-Bilder
(3.1.2.4) eine exponentiell ansteigende Kurve der Gruppen 1-4, wohingegen die Kurve der
Therapiegruppe eher linear ansteigt.

Die ATq-Werte der Therapiegruppe liegen nach der 22. Lebenswoche mit 47+19ms im
ahnlichen Bereich wie der Wert der Gruppe 2, ebenfalls nach 22 Lebenswochen, mit
73t61ms (Tab. 7, Tab. 8). Der weitere Anstieg der Kurven unterscheidet sich jedoch.
Wahrend die Therapiegruppe uber 83+50ms auf 112+31ms linear ansteigt, ist der Verlauf
der Gruppen 1-4 Uber 113+33ms auf 319+97ms eher exponentiell (Abb. 34A).

Analog dazu beginnt die Therapie-Kurve der AR;-Werte nach 22 Lebenswochen bei
0,49+0,23"/s, dhnlich dem Wert der Gruppe 2 nach 22 Lebenswochen von 0,50+0,45"/s. Die
Kurve der Therapiegruppe steigt anndhernd linear von 0,58+0,30"/s auf 1,33+0,44'/s,
wahrend die Kurve der Gruppen 1-4 exponentiell ber 1,06+0,25'/s der Gruppe 3 auf
3,29+1,2"/s der Gruppe 4 steigt (Abb. 34B).
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Abb.34: Vergleich von AT, und AR, der Therapiegruppe mit den Gruppen 1-4 basierend auf der SR-
Sequenz

Sowohl beim Vergleich der AT4-Kurven(A) als auch der AR;:-Kurven(B) ist der exponentielle Verlauf der
Gruppen 1-4 und der eher lineare Verlauf der Therapiegruppe zu erkennen. Sowohl in der AT,- als auch in der
AR;-Auswertung beginnt die Therapie-Kurve im &hnlichen Bereich wie die der Gruppe 2 mit selben Alter (AT4:
Therapie: 47+19ms, Gruppe 2: 73+61ms; AR;: Therapiegruppe: 0,49+0,23/s, Gruppe 2: 0,50t0,451/s) und
steigt dann deutlich linearer als die Kurve der Gruppen 1-4 an (Endwerte ATq: Therapie: 112+31ms, Gruppe 4:
319+97ms; Endwerte AR: Therapiegruppe: 1,330,44"/s, Gruppe 4: 3,2911,21/3) .
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3.2.1.3 Vergleich von AT, mit den quantitativen Auswertungen von TPV und rTPV

Die Zunahme von AT in der Plaque basierend auf den SR-Sequenzen von Gruppe 1 bis
Gruppe 4 und innerhalb der Therapiegruppe korreliert mit dem Anstieg von TPV und rTPV in
den quantitativen en face-, MRT- und pCT-Auswertungen (Abb. 35, Abb. 36, Abb. 37).

Im Vergleich des TPVs und rTPVs in der en face-Praparation mit der AT1 der SR-Sequenz
stellen sich positive Korrelationen mit R=0,72 bei p<0,001 far das TPV (Abb. 35A) und
R=0,58 bei p<0,005 fur das rTPV (Abb. 35B) dar. Anders als bei der quantitativen

Auswertung ist der Korrelationswert fur das TPV hoher als fur das rTPV.
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Abb.35: Korrelation von TPV und rTPV in der en face-Praparation mit der AT, basierend auf der SR-
Sequenz

Sowohl TPV(A) als auch rTPV(B) in der en face-Praparation korrelieren mit den AT,-Werten in der SR-
Sequenz mit R=0,72 bei p=0,0002 fiir das TPV und R=0,58 bei p<0,005.

In der Gegenuberstellung der Ti-gewichteten MRT-Auswertung der Gruppen 1-4 und aller
Durchgange der Therapiegruppe mit den qualitativen AT-Werten der T1-Maps basierend auf
der SR-Sequenz stellt sich eine schwache, nicht signifikante Korrelation fur das TPV mit
R=0,34 bei p=0,06 (Abb. 36 A) und fir das rTPV mit R=0,41 bei p<0,03 (Abb.36 B) eine

signifikante schwache Korrelation dar.
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Abb.36: Korrelation von TPV und rTPV in der MRT mit der AT, basierend auf der SR-Sequenz
Zwischen AT, basierend auf der SR-Sequenz und den Werten der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe,
Durchgéange 1 bis 3, besteht sowohl in Bezug auf das TPV (A) mit R=0,34 bei p=0,06 als auch auf das rTPV (B)

mit R=0,41 bei p<0,03 eine schwache Korrelation.

Die Gegenuberstellung des TPVs im uCT mit der AT4 in der SR-Sequenz zeigt eine starke
hochsignifikante Korrelation mit R=0,88 bei p<0,0001 fur alle Mause (Abb. 37A).

Fir das rTPV im pCT mit der AT, basierend auf der SR-Sequenz wird eine maRige
Korrelation mit R=0,68 bei p<0,006 fur alle Mause (Abb. 37B) dargestellt. Wie bei der
Korrelation mit der en face-Praparation ist der Pearson-Korrelationswert fur das TPV hoher
als der fur das rTPV.
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Abb.37: Korrelationen von TPV und rTPV im pCT mit der AT, basierend auf der SR-Sequenz
Es stellen sich starke Korrelationen der AT; in der SR-Sequenz der Gruppen 1 bis 4 und der Therapiegruppe
mit dem TPV (A) mit R=0,88 bei p<0,0001 und dem rTPV (B) mit R=0,68 bei p<0,006 der uyCT-Auswertung dar.

67



3.2.2 T4-Mapping basierend auf der FA-Sequenz

3.2.2.1 Ergebnisse der T1-Auswertung der FA-Sequenz der Gruppen 1-4

Die Ti-Map basierend auf der FA-Sequenz wurde manuell durch die Auswahl der

einzuschliefenden T4-Zeiten coloriert (Abb. 38).

Gruppe 1 Gruppe 2

MRT pra GDF MRT

MRT pra GDF post GDF MRT pra GDF
v i - : - ‘ = -

Abb. 38: T,-Map auf Basis der FA-Sequenz im Vergleich zur T,-gewichteten MRT

Die verschiedenen T4-Zeiten der Voxel werden in der FA-Sequenz in verschiedenen Farben dargestellt. Nicht
nur das Plaquevolumen steigt von Gruppe 1 (A) tber Gruppe 2 (B) und Gruppe 3 (C) bis Gruppe 4 (D), sondern
auch die Farbgebung der T1-Map verandert sich innerhalb der Plaqueregion. Der Pfeil markiert die Plaque in
der Aorta ascendens.

P=Tr. Pulmonalis.

Fur die Auswertung der FA-Sequenzen wurden alle T{-Zeiten zwischen Oms und 4000ms
eingeschlossen. Die Ti-Zeiten in der Plaqueregion lagen durchschnittlich zwischen
490£25ms bis 677+55ms vor der KM-Gabe und 435+29ms bis 550+36ms nach der KM-Gabe
(Tab. 9).
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Gruppe Maus HFD T,pra(ms) T,post(ms) AT, (ms) R, pra ('/s) Ry post('/s) AR ('s)
1 1 9 465 432 33 2,2 2,3 0,10
2 472 337 135 21 3 0,90
3 444 394 50 23 25 0,20
4 560 544 15 1,8 1.8 0,00
5 657 657 0 1,5 1,5 0,00
MW = SEM 520 £ 40 473 * 57 47 £ 24 20+01 2,2%0,25 0,24 £0,17
2 6 13 368 409 41 2,7 24 0,3
7 548 595 46 1,8 1,7 01
8 668 597 71 1,5 1,7 0,2
9 622 598 24 1,6 17 01
10 553 552 1 1,8 1,8 0
MW = SEM 552 + 51 550 £ 36 36 12 1,9+%0,2 1,9%+0,15 0,14 £ 0,05
3 " 17 519 493 26 1,9 2 01
12 537 412 125 1,9 24 0,5
13 423 363 60 24 2,8 04
14 531 392 139 1,9 2,6 0,7
15 438 512 75 23 2 0,3
MW = SEM 490 £ 25 435+ 29 85+ 21 2101 23*0,15 0,40 £0,10
4 16 21 568 477 91 1,8 2.1 0,3
17 740 460 280 14 2.2 0,8
18 723 406 317 14 25 1.1
MW = SEM 677 £55 447 * 21 22970 1,5%01 22*01 0,73 £0,23

Tab.9: Ergebnisse der T,-Zeiten und -Relaxivitidten der Gruppen 1-4 auf Basis der FA-Sequenz

Die Zunahme der Differenz der T4- und R4-Zeiten in der Plaqueregion zwischen pra und post GDF-Gabe mit

zunehmender Dauer der HFD wird deutlich.

MW=Mittelwert, SEM=Standard Error of the Mean.

Bei der Betrachtung der AT; zeigt sich zunachst ein Plateau von 47+24ms und 36+£12ms in

den Gruppen 1 und 2, danach folgt ein deutlicher Anstieg Uber 85+21ms in Gruppe 3 auf

229+70ms in Gruppe 4 (Tab. 9, Abb. 39A).

Die Ry -Werte zeigen wie die T4-Werte die Tendenz zur Zunahme der AR, wobei sich

zunachst ein Plateau von Gruppe 1 mit 0,24+0,17"/s bis Gruppe 2 mit 0,14+0,05"/s darstellt,

auf welches der Anstieg von 0,40+0,10"/s in Gruppe 3 auf 0,73+0,23"/s in Gruppe 4 folgt

(Tab. 9, Abb. 39B).
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Abb.39: AT, und AR, der Gruppen 1-4 basierend auf der FA-Sequenz
Die Kurven von AT4(A) und AR¢(B) im FA-Mapping zeigen zunachst Werte auf ahnlichem Niveau, bevor der

deutliche Anstieg Uber Gruppe 3 bis Gruppe 4 erkennbar wird.
(AT4: 47+24ms Gruppe 1, 36+12ms Gruppe 2, 85+21ms Gruppe 3, 229+70ms Gruppe 4; AR;: 0,24+0,17"/s
Gruppe 1, 0,14+0,05"/s Gruppe 2, 0,40+0,10"/s Gruppe 3, 0,73+0,23"/s Gruppe 4).

3.2.2.2 Ergebnisse der T1-Auswertung der FA-Sequenz der Therapiegruppe

Die AT-Zeiten in der Plaqueregion der Therapiegruppe fanden sich zwischen 499+13ms und
536+16ms vor GDF-Gabe und zwischen 474+49ms und 515£10ms nach GDF-Gabe. Bei fast
allen Mausen zeigt sich zunachst ein Abfall der AT4 nach Absetzen der HFD und Umstellung

auf ND, der bis zum Durchgang 3 wieder aufgeholt oder leicht Uberschritten wird (Tab. 10).
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DG Maus HFD/ND Tipra(ms) T, post(ms) AT, (ms) Rpra('/s) Ripost('/s) RA;('Is)
1 21 13/0 485 435 50 2,1 2,3 0,2
22 480 453 27 2,1 2,2 0,1
23 472 353 119 2,1 28 0,7
24 524 484 40 1.9 21 0,2
25 536 519 17 1.9 1,9 0,1
MW * SEM 499 + 13 449 * 28 51%18 2001 23+0,2 0,26+ 0.1
2 21 13/6 t t t t t
22 501 488 13 2 2 0,1
23 562 533 29 1,8 1,9 0,1
24 563 51 52 1,8 2 0,2
25 518 528 10 1,9 1,9 0
MW + SEM 536 £ 16 515%+10 26+10 1,9%0,5 2,0 £0,03 0,1+0,04
3 21 13/12 t t t t t t
22 450 419 31 2,2 24 0,2
23 530 572 41 1.9 1,7 0,1
24 515 365 149 1.9 27 0,8
25 584 538 46 1.7 1,9 0,1
MW + SEM 520 + 28 474 + 49 66 *+ 28 1,9+0,1 22+0,2 0,3%+0,16

Tab. 10: Ergebnisse der T,-Zeiten und -Relaxivititen der Therapiegruppe auf Basis der FA-Sequenz

Die Auflistung der T4- und R4-Zeiten vor und nach GDF-Gabe zeigt die Zunahme der AT, und AR mit dem Alter

und der Dauer auf HFD.

DG=Durchgang, MW=Mittelwert, SEM=Standard Error of the Mean.

Die Kurve der mittleren AT{-Werte fallt zunachst von 51£18ms im ersten Durchgang nach 13

Wochen HFD auf 26£10ms nach sechs Wochen ND und steigt wieder auf 66:28ms nach

insgesamt zwolf Wochen auf ND beim dritten Durchgang (Abb. 40A). Damit liegt sie knapp

uber dem Ausgangswert von Durchgang 1.

Die Ri-Werte der Therapiegruppe lagen im Mittel zwischen 1,5 +0,4'/s und 2,0+0,1"/s vor
GDF-Gabe und zwischen 1,9+0,4"/s und 2,3%0,2"/s nach KM-Gabe (Tab. 10).
Die AR:-Kurve verlauft mit zum Teil iberschneidenden SEM-Balken von 0,26+0,1"/s iiber
0,1+0,04"/s auf 0,320,16/s (Abb. 40B).
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Abb.40: AT, und AR, der Therapiegruppe basierend auf der FA-Sequenz

Nach Absetzen der HFD fallen die mittleren AT(A) und zunachst von 51+18ms auf 26£10ms ab und steigen
nach zwolf Wochen wieder auf 66£28ms an. Die AR4-Kurve(B) verhalt sich ahnlich und sinkt nach dem ersten
Durchgang von 0,26+0,1"/s auf 0,1+0,04/s ab und steigt beim dritten Durchgang wieder auf 0,3+0,16'/s ahnlich

dem Ausgangswert zurlck.

3.2.2.3 Vergleich der Gruppen 1-4 mit der Therapiegruppe

Im direkten Vergleich der Gruppen auf HFD und der Therapiegruppe nach Umstellung auf
ND ist ein steilerer Anstieg der AT4-Kurve der Gruppen 1-4 im Vergleich zur Therapiegruppe
zu erkennen (Abb. 41A).

Die AT -Mittelwerte der Therapiegruppe liegen bei 51£18ms nach 22 Lebenswochen bzw. 13
Wochen auf HFD, bei 26£10ms nach sechs Wochen ND und bei 66£28ms nach zwolf
Wochen ND. In diesem Bereich liegen ebenfalls die Werte der Gruppen 1-3 mit 47+24ms
nach neun Wochen HFD, 36+12ms nach 13 Wochen HFD und 85+21ms nach 17 Wochen
HFD. Der mittlere Wert der Gruppe 4 steigt mit 229+70ms nach 21 Wochen auf HFD deutlich
an. Die Kurve der Therapiegruppe beginnt mit einem hoheren Wert bei Durchgang 1 als der
vergleichbare Wert der Gruppe 2 nach 13 Wochen HFD (DG 1: 51£18ms vs. Gr.2: 36£12ms),
liegt bei Durchgang 3 jedoch deutlich unter dem Wert der Gruppe 4 (DG 3: 6628 vs. Gr. 4:
229+70ms).

Die ARi-Kurven verhalten sich ahnlich, die mittleren Werte der Therapiegruppe liegen im
Bereich der Gruppen 1-3, wahrend sich Gruppe 4 deutlich abhebt (Tab. 9, Tab. 10, Abb.
41A). Die AR;-Werte der Therapiegruppe liegen bei 0,26+0,1'/s, 0,1+0,04"/s und 0,30,16"/s
(Tab. 10), wobei sich der Wert nach zwolf Wochen ND knapp Uber dem Ausgangswert nach
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13 Wochen auf HFD befindet. Die Kurve der Therapiegruppe bleibt mit allen Werten im
Bereich der Gruppen 1-3 auf HFD mit 0,2420,17"/s, 0,14£0,05"/s und 0,40%0,10"/s, wéhrend

die Gruppe 4 sich analog zu den AT-Mittelwerten mit 0,73+0,23"/s abhebt (Tab. 9, Abb.
41B).
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Abb. 41: Korrelation von AT, und AR, der Therapiegruppe mit den Gruppen 1-4 in der FA-Sequenz

Der flachere Anstieg der Differenz post zu pra der Therapiegruppe (51+18ms, 26+10ms, 66+28ms) gegentiber
der Gruppen 1-4 (0,24+0,17"/s, 0,14%0,05"/s, 0,40+0,10"/s, 0,73%0,23"/s) wird vor allem bei den AT;-Zeiten(A)
deutlich, die ARs-Kurven(B) liegen in ahnlichen Bereichen.
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3.2.2.4 Vergleich von AT mit den quantitativen Auswertungen von TPV und rTPV

Im Vergleich des TPVs aller Mause in der en face-Praparation mit den ATq-Werten in der FA-
Sequenz stellt sich mit R=0,16 bei p<0,5 keine Korrelation dar (Abb. 42A). Die
Gegenuberstellung des rTPVs aller Mause aus der en face-Praparation mit der AT;-Zeit in
der FA-Sequenz zeigt eine moderate Korrelation mit R=0,53 bei p<0,02 (Abb. 42B).
Erkennbare Extremwerte einzelner Mause sind diese von Maus 17 mit 280ms und Maus 18

mit 317ms, welche im Vergleich sehr hohe AT-Werte zeigen (Tab. 9).

1Rr: 0.16 R: 0,53

100/ P<0:02 .

200+

100+
L..--—-/ )

AT4 (ms)

TPV en face (pm? x1 03) rTPV en face

Abb. 42: Korrelation von TPV und rTPV in der en face-Praparation mit AT, basierend auf der
FA-Sequenz

Es stellt sich keine Korrelation der Gruppen 1-4 und der Therapiegruppe beim Vergleich von TPV der
en face-Praparation mit der AT,-Zeit basierend auf der FA-Sequenz(A) mit R=0,16 bei p<0,5 und nur

eine moderate Korrelation in Bezug auf das rTPV(B) mit R=0,53 bei p<0,02 dar.
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Im Vergleich von TPV und rTPV in der MRT mit der AT, in der FA-Sequenz aller Mause
stellen sich analog zur Auswertung der en face-Praparation mit R=0,25 bei p<0,2 fur das
TPV (Abb. 43A) und R=0,33 bei p<0,07 fur das rTPV (Abb. 43B) zwar eine leicht positive
Tendenz, jedoch keine signifikanten Korrelationen dar. Auch in dieser Gegenuberstellung
stellen sich die Mause 17 und 18 aufgrund ihrer hoch gemessenen AT4-Werte als ,Ausreil3er”

dar.
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Abb.43: Korrelation von TPV und rTPV in der MRT mit AT, basierend auf der FA-Sequenz
Beim Vergleich des TPVs(A) der volumetrischen MRT-Auswertung mit der AT, basierend auf der FA-Sequenz
wird mit R=0,25 bei p<0,2 keine Korrelation gefunden, wahrend beim rTPV(B) eine schwache Korrelation von

R=0,33 bei p<0,07 gefunden wird.
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Die Gegenuberstellung des TPVs im yCT mit der AT, basierend auf der FA-Sequenz aller
Mause (Abb. 44A) ergibt eine signifikante mafige Korrelation von R=0,62 bei p<0,02.

In Bezug auf das rTPV im pCT ergibt sich bei der Korrelation mit den AT, basierend auf der
FA-Sequenz aller Mause mit R=0,46 bei p<0,09 nur eine schwache Korrelation nach Pearson
(Abb. 44B), welche nicht signifikant ist.

Wiederholt sind die Mause 17 und 18 sowohl in der TPV-als auch in der rTPV-Auswertung

als Extremwerte zu erkennen.
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Abb. 44: Korrelation von TPV und rTPV im pCT mit AT, basierend auf der FA-Sequenz

Bei der Auswertung aller Gruppen stellen sich zwischen AT, basierend auf der FA-Sequenz und dem TPV in
der uCT (A) eine moderate Korrelation nach Pearson mit R=0,62 bei p<0,02 dar, sowie eine schwache
Korrelation zwischen AT, basierend auf der FA-Sequenz und rTPV (B) mit R=0,46 bei p<0,09.

76



3.3 Korrelation von TPV und rTPV in der en face-Praparation mit den
Serumlipidspiegeln

Der Zusammenhang zwischen TPV (Abb. 45A) und rTPV (Abb. 45B) der en face-
Praparation mit den Serumlipidspiegeln des zum Zeitpunkt des Todes entnommenen Bluts ist
in Abbildung 45 dargestellt. Beim Vergleich des TPVs mit den Cholesterinspiegeln stellte sich
mit R=-0,02 bei p> 0,9 keine signifikante Korrelation dar, beim rTPV mit R=-0,24 bei p> 0,2
eine sehr schwache negative Tendenz. Im Vergleich mit den Triglyceridspiegeln wurde
sowohl beim TPV mit R=0,11 bei p> 0,6, als auch beim rTPV mit R=-0,09 bei p>0,6 keine
Korrelation gefunden.

Der Zusammenhang zwischen Serumlipidspiegeln und Plaqueprogression in Form von TPV
und rTPV wurde ebenfalls mit der MRT und der pCT untersucht, wobei analog zu der en
face-Praparation mit nicht-signifikanten Pearson-Werten keine Korrelation gefunden wurde.
Im Vergleich des TPV in der MRT mit dem Cholesterinspiegel wurde mit R=-0,35 bei p<0,01
und beim rTPV mit R=-0,58 bei p<0,007 eine sehr schwache negative Tendenz gefunden.
Der Zusammenhang zwischen Triglyceriden und TPV sowie rTPV ergibt R=-0,35 bei p> 0,1
und damit eine schwache negative Tendenz.

Ahnliche Werte ergaben sich fiir das TPV im uCT mit einem R=-0,18 bei p >0,5 im Vergleich
mit dem Plasmacholesterin. Fur das rTPV im uyCT und das Plasmacholesterin wurde ein R=-
0,51 bei p> 0,06 beobachtet. Nach Pearson ergaben sich demnach keine Korrelationen.
Auch eine Korrelation des TPV oder rTPV im pCT mit den Triglyceriden waren mit R=-0,19
bei p> 0,5 fur das TPV und R=-0,59 bei p>0,02 fur das rTPV nicht zu finden.

Die qualitative Auswertung der Plaques durch die T4-Maps basierend auf der SR- und FA-
Sequenz ergab ebenfalls keine Korrelationen mit den Plasmalipidspiegeln.

Mit der SR-Sequenz ergaben sich Werte von R=-0,03 bei p>0,8 bei der Korrelation mit den
Cholesterinspiegeln und R=-0,13 bei p>0,5 bei den Triglyceridspiegeln.

Mit der FA-Sequenz wurden mit R=0,16 bei p>0,5 bei der Korrelation mit dem
Serumcholesterin und mit R=-0,14 bei p>0,5 bei der Korrelation mit den Serumtriglyceriden
weder eine Korrelation gefunden, noch ware das Ergebnis signifikant.
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Abb. 45: Korrelation der Serumlipidspiegel mit dem TPV und rTPV der en face-Praparation

Die in der en face-Praparation ermittelten TPV-(A) und rTPV-(B) Werte zeigen keine signifikante Korrelation zu

den Serumtriglycerid-und Serumcholesterin-Werten.
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3.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend wurde mit den quantitativen Messmethoden, wie der en face-Praparation,
der MRT und der uCT (Abb. 46A, B, C) der Anstieg des absoluten Plaquevolumens, TPV,
und in Relation zum Aortenvolumen, rTPV, Uber die Gruppen 1-4 bzw. von 9 Wochen bis 21
Wochen auf HFD beobachtet, wobei die Methoden untereinander korrelierten.

Auch in der Therapiegruppe ist eine Plaqueprogression erkennbar. Die Ausgangswerte
ahneln denen der Gruppe 2 auf HFD, die Volumenzunahme nach Umstellung auf ND ist
jedoch nicht so stark, wie diese der vergleichbaren Gruppen auf HFD.

Mit den qualitativen Messungen in der MRT basierend auf der SR- und der FA-Sequenz
(Abb. 46D, E) konnte eine Zunahme der AT und ARy, also eine Verkurzung der T;-Zeit nach
GDF-Aufnahme innerhalb der Plaque, mit langerer Dauer auf HFD bzw. mit zunehmendem
Alter gezeigt werden.

Abb. 46: Nebeneinanderstellung aller Messmethoden am Beispiel einer Maus aus Gruppe 4

Darstellung aller Messmethoden dieser Studie im direkten Vergleich. Der Pfeil markiert die Plaque in der Aorta
ascendens. Die quantitative Auswertung von TPV und rTPV erfolgte anhand der en face-Praparation mit Sudan
IV-Farbung (A), dem pCT-Bild (B) sowie dem anatomischen MRT-Bild (C) im transversalen Anschnitt. Die
qualitative Auswertung der T4-Zeiten bzw. der AT, und AR, der Plaque erfolgte basierend auf der SR-Sequenz
(D) und der FA-Sequenz (E) mit den ROls der anatomischen MRT-Auswertung.

P= Tr. pulmonalis
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4. Diskussion

4.1 Die en face-Praparation als Methode zur quantitativen Bestimmung der
PlaquegroRe

Die en face-Praparation mit Anfarbung der lipidreichen Plaques ist eine etablierte Methode
der praklinischen Atheroskleroseforschung (48). Sie stellt zurzeit den Goldstandard dar, um
die PlaquegrofRe zu bestimmen. Auch in diesem Experiment wurde bestatigt, dass mit der en
face-Praparation die exponentielle Zunahme der Plaques in ApoE-KO-Mausgruppen uber 17
Wochen verfolgt werden kann (3.1.1). Die Detektierung eines exponentiellen Anstiegs des
Plaquevolumens Uber die Zeit mittels en face-Praparation wurde bereits in friheren murinen
Studien gezeigt (30).

Nachteil an dieser Methode ist die notwendige Totung der Maus fur die Praparation und
Messung, sodass ein Monitoring unter Therapiebedingungen am selben Individuum in vivo
uber einen langeren Zeitraum nicht moglich ist. Zwar konnen in den verglichenen Gruppen
(hier Therapiegruppe auf ND und Gruppe 4 auf HFD) unterschiedliche Werte fur TPV und
rTPV dargestellt werden (3.1.1.1), der ruckliegende Verlauf und die zu vermutende Tendenz
der Therapiemethode kann jedoch nicht evaluiert werden. Hierzu werden in vivo-Verlaufs-
Messungen bendtigt, wie mittels GDF-gestutzter MRT.

Vorteil an der Methode der Sudan IV-Farbung ist die Tatsache, dass der Plaqueanteil (rot)
fast immer eindeutig von der Aorta (farblos) differenziert und somit definiert werden kann
(Abb. 14). Die Messung erfolgt allerdings in zwei Dimensionen und eine Differenzierung
zwischen flacher und hoher/grof3er- ins Gefalllumen hineinragender Plaque- kann nicht
stattfinden. Eine Messung der Rot-Intensitat zur Volumenbestimmung erscheint aufgrund der
Inhomogenitat der Plaque als eher nicht durchfuhrbar. Ebenfalls fraglich ist, ob die Aufnahme
des Farbstoffs und damit seine Intensitat in einem Areal Uberhaupt proportional zum
Lipidanteil des Areals ware.

Es sollte daher bei der Messung der Plaques durch die en face-Praparation von einer zwar
sehr genauen zweidimensionalen Annaherung, jedoch nicht von einer wahren

Volumenbestimmung ausgegangen werden.
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4.2 Die MRT-Messung als Methode zur quantitativen Bestimmung der PlaquegroRe

In diesem Experiment konnte bestatigt werden, dass die GDF-unterstutzte MRT zur in vivo-
Messung von Plaquevolumina geeignet ist. Sowohl mittels TPV als auch mittels rTVP
konnten die unterschiedlichen Plaquegrof3en, die im Bereich von nur Kubikmillimetern lagen
(3.1.2), Uber die Zeit verfolgt und eine exponentielle Plaqueprogression gezeigt werden. Des
Weiteren konnte ebenfalls auf der Basis von TPV und rTPV eine vergleichsweise geringere
Zunahme der Plaqueprogression in der Therapiegruppe dargestellt werden.

Es ist bekannt, dass sich die MRT aufgrund des hohen Weichteilkontrastes als
Bildgebungsmethode der Atherosklerose in der Klinik und in praklinischen Tiermodellen
besonders eignet. Es wurde aullerdem bereits gezeigt, dass atherosklerotische Plaques in
der MRT mit GDM, dem Vorganger des GDFs, detektierbar sind (94, 95, 110). Das GDF
bietet im Gegensatz zum Vorganger GDM den Vorteil, dass eine deutlich kurzere Wartezeit
zwischen Injektion und Messung notig ist (2h vs. 48h), wobei gleichzeitig keine Wash-in/out-
Phanomene durch zu schnelles An- und Abfluten wie beim ebenfalls etablierten Gd-DTPA
(Zeit von Injektion bis zur Messung 20min) entstehen (116). So kdnnen mit Hilfe des GDFs
mehrere Lasionen nacheinander bzw. innerhalb eines groReren Bildstapels in einem
akzeptablen zeitlichen Rahmen untersucht werden. Ebenfalls wurde gezeigt, dass durch die
hohe Auflosung im 7T-MRT mittels GDF zwischen Plaque und gesunder GefalRwand auch
kleiner Mause-Aorten differenziert werden kann.

Die Darstellung der Plaque durch GDF beruht auf der Anreicherung des amphiphilen
Molekuls in der lipidreichen extrazellularen Matrix der Plaque. Darauf stitzte sich die
Erwartung, dass mittels GDF der Verlauf der Plaqueprogression und die Zu- bzw. Abnahme
der extrazellularen Matrix einer Plaque kontrolliert werden kann, welche in diesem Versuch
bestatigt wurde. Eine ahnliche Studie bestatigte, dass auch eine Kontrastierung der
Elastinanteile in der Plaque zu einem Monitoring der Plaqueprogression im Mausmodell
genutzt werden kann (117). Das Elastin-spezifische Kontrastmittel ist ebenfalls Gadolinium-
basiert und das Elastin selbst ebenfalls ein Anteil der extrazellularen Matrix einer Plaque.

Die Interobserver-Auswertung der quantitativen MRT-Messungen dieses Experiments zeigte
Korrelationen von R=0,7 bei p<0,0001 und R=0,67 bei p<0,0001 fir TPV und rTPV (3.1.2.2).
Dies zeigt, dass die Untersuchung durch verschiedene Beobachter zu sehr ahnlichen Werten
fuhrte, obwohl sich die absoluten Volumina der murinen Aorten und Plaques nur im
Kubikmillimeterbereich befanden. Damit stellt sich die MRT-Messung zur volumetrischen
Plaquedetektierung als beinahe Untersucher-unabhangige, stabile Methode dar.
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Aufgrund der starken bis sehr starken Korrelation zwischen den volumetrischen MRT-
Messungen und den en face-Ergebnissen sollte die nicht-invasive MRT als sehr gute
Alternative zur zeitaufwandigen en face-Praparation angenommen werden (3.1.2.5., 3.1.2.1).
Insbesondere die Bestimmung des rTPVs korrelierte besonders stark mit der ex vivo-en face-
Analyse (R=0,9; p<0,0001 vs. R=0,74; p<0,0001 far TPV) und sollte somit in zukunftigen
Studien vermehrt berucksichtigt werden. Aulerdem ist das Verhaltnis von Plaque zu
Gefalllumen in Bezug auf den Stenosegrad von klinischer Bedeutung bei der Atherosklerose
(ab 70% Stenosegrad Intervention im Sinne einer Endarteriektomie in Carotiden (121)).

Eine Schwache der Korrelation der beiden Messmethoden miteinander besteht darin, dass
eine zweidimensionale Flache mit einem dreidimensionalen Volumen verglichen wird, wobei
nicht davon auszugehen ist, dass eine atherosklerotische Plaque bei einer
Flachenausdehnung mit einem konstanten Faktor an Dicke zunimmt. Dies konnte ein Grund
fur den niedrigeren Korrelationswert des absoluten Plaquevolumens sein, wahrend es in der
relativen Auswertung im Vergleich des rTPVs nicht so deutlich wird.

Wie schon erwahnt ermdglicht die nicht-invasive MRT ein Monitoring der Plaqueprogression
uber die Zeit am selben Individuum (Therapiegruppe) (3.1.2.3) und ist der en face-
Praparation in diesem Punkt deutlich Uberlegen. Der in der en face-Praparation nur
angedeutete Unterschied zwischen den 30 Wochen alten ApoE-KO-Mausen auf HFD und
den 34 Wochen alten ApoE-KO-Mausen auf ND bestatigt sich durch die MRT-Auswertung.
Zusatzlich zu dem Endwert lasst sich als wertvolle Zusatzinformation die Steigung der
Plaquezunahme Uber mehrere Wochen darstellen (3.1.2.4), wodurch moglicherweise auch
Aussagen uber die Prognose getroffen werden konnen. Dies bestatigt das Potential der
MRT-Messung fur Verlaufsdarstellungen der Atherosklerose in ApoE-KO-Mausen, welche

durch ex vivo-Untersuchungen nicht abschliellend gewahrleistet ist.

4.3 Die uCT als Methode zur quantitativen Bestimmung der Plaquegrofe

In dieser Studie konnte mittels yCT ebenso wie mit den anderen Messmethoden ein Anstieg
der Plaqueprogression uber die Zeit dargestellt werden. Im Gegensatz zum TPV zeigte sich
der Verlauf des rTPVs allerdings nicht eindeutig exponentiell und bei einer geringeren Anzahl

an Tieren (n=3) ergaben sich zum Teil deutlich groRere Standardabweichungen (3.1.3.1).
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In der Interobserver-Auswertung ergaben sich mit R=0,72 bei p<0,003 fur das TPV und
R=0,63 bei p<0,05 fir das rTPV (3.1.2.2) ahnliche Werte wie bei der MRT (TPV: R=0,7 bei
p<0,001; rTPV: R=0,67 bei p<0,001). Dies bestatigt, dass auch verschiedene Beobachter
mit derselben Methode zu ahnlichen Werten fur die Volumina kommen.

Die uCT liefert ebenso wie die MRT dreidimensionale Bilder, weshalb sie zur Bestimmung
der Plaguevolumina zunachst ebenso gut geeignet zu sein scheint. Allerdings wurde bei
dieser Auswertung der pCT-Bilder eine weniger starke Korrelation zwischen den
Volumenwerten der puCT und der MRT-Auswertung sowie der en face-Praparation
beobachtet, als in anderen Studien gefunden wurde (48).

Das TPV der uCT-Auswertung im Vergleich zur en face-Praparation ergab keine Korrelation
mit R=-0,13 bei p>0,65, mit dem rTPV ergab sich jedoch eine signifikante Korrelation mit
R=0,83 bei p=0,0001.

Auffallig waren extreme Werte der Maus 17 aus Gruppe 4, die sich auch in der Interobserver-
Auswertung (Abb. 27) bestatigten. Mit einer AortengroRe von 2,52 mm® und einer
PlaquegréRe von  0,614mm® (Tab. 6) sind die Werte deutlich groRer als der
Durchschnittswert (Aorta: 1,48+0,52mm?®, Plaque: 0,27+0,17mm? (Tab. 6)).

Durch den Ausschluss der Maus 17 verandert sich die Korrelation des TPVs zwischen uCT
und en face-Praparation von R=-0,13 (p>0,65) (Abb. 28A) auf R=0,86 (p<0,001) (Abb. 47A),
wahrend die Korrelation des rTPV von R=0,83 (p>0,001) (Abb. 28B) auf R=0,76 (p<0,01)
(Abb. 47B) nur geringfugig abnimmt.
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Abb. 47: Korrelation von TPV und rTPV in der uCT mit der en face-Praparation unter Ausschluss der
Maus 17

Unter Ausschluss der Maus 17 ergibt sich fur das TPV in der uCT eine starke Korrelation zu den en face-
Werten mit R=0,86 bei p<0,0001, die Korrelation des rTPVs liegt bei R=0,76 bei p<0,002.
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Doch auch mit den veranderten Werten nach Ausschluss der Maus 17, liegen die Ergebnisse
dieser Versuchsreihe unter denen einer Studie von Lloyd, 2011 (48), welche eine beinahe
perfekte Korrelation von r?=0,99 bei p<0,0001 zwischen TPV in der uCT und in der en face-
Praparation ergab.

Eine mogliche Ursache fur den Unterschied zwischen Lloyds Ergebnissen und denen dieses
Versuchs kann die Lagerung der Aorta ex vivo im Falcontube und in der yCT sein. Die Aorta
wurde zwar jeweils an der Wirbelsaule belassen, um eine mdglichst physiologische Lagerung
zu gewahrleisten und mit 2,5%igem Glutalaldehyd perfundiert, um die GefalRwand und somit
das GefalBlumen in seiner Form zu fixieren. Trotzdem waren die Aorten zum Teil sehr
verformt und das GefalRlumen komprimiert (Abb. 48), sodass eine exakte Legung der ROls
korrespondierend zur MRT und en face-Messung nur schlecht moglich war. Dies wirkt sich

vor allem auf die rTPV-Werte aus, bei denen der gemessene Aortenumfang am Quotienten

beteiligt ist.

Abb. 48: Anschnitt einer komprimierten Aorta in der uCT

Die Aorta wird durch die Platzierung im Falcontube komprimiert und verliert ihre natirliche runde Form (Pfeil).
Dies fiihrt zu UnregelmaRigkeiten in der Relation von Plague- und Aortenvolumen, dem rTPV.

Li.V.=linker Ventrikel.

Obwonhl in dieser Studie das Protokoll der Lloyd-Studie Ubernommen wurde, stellten sich die
pMCT-Bilder deutlich weniger kontrastiert dar, als jene von Lloyd. Eine semiautomatische
Auswertung wie in der Lloyd-Studie war so nicht moglich. Mogliche Ursache dafur konnten
Verzdgerungen zwischen Farbung und Messung im uCT und somit eine langere Lagerung
der Aorten in PFA mit Auswaschung der Farbung sein.
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Analog zum Ausschluss der Maus 17 bei der Korrelation des pyCTs mit der en face-
Praparation wurde auch die Korrelation des uCTs mit der MRT-Auswertung unter Ausschluss
der betreffenden Maus neu berechnet. Korrespondierend zeigte sich ein Anstieg fur das TPV
von R=0,27 bei p<0,35 (Abb. 29A) auf eine schwache, nicht-signifikante Korrelation mit
R=0,45 bei p> 0,1 (Abb. 49A) und eine geringe Abnahme fur das rTPV von R=0,63 bei
p<0,02 (Abb. 29B) auf R=55 bei p<0,05 (Abb. 49B).
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Abb. 49: Korrelation von TPV und rTPV in der uyCT mit der MRT-Auswertung unter Ausschluss der Maus
17
Unter Ausschluss der Maus 17 stellt sich beim TPV (A) eine schwache und beim rTPV (B) eine mafige

Korrelation zwischen MRT- und pCT-Auswertung ein.

Trotz der Veranderung der Korrelationswerte nach Ausschluss der Maus 17 unterscheiden
sich die Werte des uCTs noch deutlich von denen der MRT-Auswertung, obwohl beides
dreidimensionale Messmethoden sind, welche erwartungsgemal stark korrelierende Werte
hatten zeigen mussen. Oben wurde mit der nicht standardisierten Platzierung der Proben in
der uCT bereits ein Grund fur die unterschiedlichen Absolutwerte der beiden Methoden
genannt. Moglicherweise wurde aullerdem bei zum Teil auch sagittal angeschnittenen
Bildern mehr oder auch weniger Plaquevolumen eingeschlossen, da die Leitstrukturen, an
denen sich in der MRT-Auswertung orientiert wurden, als Begrenzungsmarkierungen fehlten.
Fehlerhafte TPV-Werte fuhren direkt zu veranderten rTPV-Werten. Hinzu kommt die
Komprimierung der Proben in den Gefalden, welche die rTPV-Werte ebenfalls beeinflusst.

3

Im Vergleich zur MRT wurden in der pyCT grundsatzlich niedrigere TPV-Werte in mm
gemessen (3.1.3.4). Eine mogliche Ursache hierfur ist ein Unterschied der letztendlichen
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Bilder selbst. Ein MRT-Bild besteht aus Voxeln, welche Bildinformationen eines
Volumenelements verrechnen, mitteln und bildlich darstellen. Im Falle des murinen Versuchs
uberschreitet ein Voxel moglicherweise eine Plaque in ihrer Tiefenausdehnung bereits,
sodass das ganze Voxel KM-aufnehmend dargestellt und in die ROI eingeschlossen wird,
obwohl real weniger Plaque vorhanden ist. Aul3erdem unterliegt man in der MRT wegen der
grolReren Schichtdicke moglicherweise Partialvolumeneffekten. Die uyCT-Untersuchung bietet
eine hohere Auflosung bei geringerer Schichtdicke und fuhrt deswegen wahrscheinlich
weniger zu Partialvolumeneffekten und ebenso nicht zur VergroRerung einer Plaque durch
grolde Voxel.

In einer ahnlichen Studie, in dem Kaninchen sowohl in der MRT als auch im CT gemessen
und die Aorten anschlieBend en face-prapariert wurden, ergab sich zwischen den
Ergebnissen der TPVs von MRT und CT nur ein Unterschied von 0,045+0,080mm?® (111). Im
Unterschied zu diesem Versuch wurde eine andere en face-Farbung (immunhistologisch,
anti-a-Actin-Antikorper gegen vaskulare glatte Muskelzellen) genutzt, die Parameter auf
Kaninchen abgestimmt und die Kaninchen wurden auch im CT in vivo, in standardisierter
Position und nach Einstellung mit Localizern, gemessen (111). Dies bestatigt, dass die MRT
und die CT grundsatzlich zu ahnlichen Ergebnissen kommen und unterstutzt eher die
Vermutung, dass in diesem murinen Versuch die geringe absolute Gro3e der Plaques zu
Limitationen fuhrte. Auch eventuelle Lagerungsprobleme praparierter ex vivo-Proben in der
MCT sind als mogliche Ursache fur eine fehlerhafte Ausmessung der yCT-Bilder in Betracht
zu ziehen, welche beim oben genannten Versuch durch die Planung mit Localizern

vermieden wurden.

Neben den oben genannten Ergebnissen dieser Studie fiel vor allem in der uyCT auf, dass
eine Veranderung der Plaquestruktur durch die ND stattgefunden hatte, welche fur den
Krankheitsverlauf als gunstig zu bewerten ist. Es fanden sich in allen Plaques der Mause der
Therapiegruppe Kalzifikationen, welche wegen ihrer stabilisierenden Wirkung auf die fibrose
Kappe einer Plaque als protektiv fur den Verlauf einer Atherosklerose angesehen werden
(16). Im Vergleich dazu fand sich nur in einer von drei Mausen der alteren Mause der Gruppe
4 auf HFD eine Kalzifikation (Abb. 50).

Aulerdem lag das TPV der Therapiegruppe mit 0,05+0,01 mm? deutlich unter dem Wert der
vier Wochen jungeren Gruppe 4 mit 0,27+0,17mm?°. Der rTPV-Wert der Therapiegruppe lag
mit 13,9+2,8% im Bereich des Werts der Gruppe 4 mit 14,814,9% (Abb. 26).

86



In Kapitel 4.4.2 wird weiter auf diesen Umstand und die daraus entstehenden Konsequenzen

bezuglich der Ergebnisbewertung dieses Versuchs eingegangen.

Maus 22 Maus 23 Maus 24

Abb. 50: Kalzifikationen in allen Mausen der Therapiegruppe in der uCT

Zu erkennen sind deutliche Kalzifikationen (Pfeile) in der Aorta ascendens (A.a.) und bei Maus 24 auch im

Anschnitt der Aorta descendens (A.d).
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4.4 Diskussion der Ergebnisse der T{-Map-Auswertung

Mit den Messungen der T4-Zeiten in den T4-Maps sollte ein Monitoring der KM-Aufnahme der
Plaques mit zunehmendem Volumen bzw. Plaqueaufbau stattfinden.

Das Prinzip der Darstellung einer Plaque durch GDF beruht auf dessen Amphiphilitat und
Anlagerung in der lipidreichen extrazellularen Matrix einer Plaque. Wie oben bereits genannt,
wurde gezeigt, dass auch Elastin-spezifisches Kontrastmittel, welches ebenfalls Gadolinium-
basiert ist und sich im Extrazellularraum einer Plaque anreichert, atherosklerotische Plaques
in Mausen detektieren kann (117). Zwar handelt es sich um eine andere Struktur der
extrazellularen Matrix der Plaque, doch es bestatigt den Ansatz, die atherosklerotische
Plaque anhand einzelner Strukturanteile darzustellen und sie schon frihzeitig, bevor das
Gefalllumen eingeengt ist, zu detektieren.

Grundsatzlich zeigen die Kurven der AT, basierend auf der SR- und der FA-Sequenz
ahnliche Verlaufe (Abb. 31, 33, 34 und Abb. 39, 40, 41), doch die Absolutwerte (T1 pra/
post) liegen bei der T4-Map basierend auf der FA-Sequenz grundsatzlich etwa 100ms uber
denen der SR-basierten Ti-Map, obwoh| dieselbe ROI in der jeweiligen Map verwendet
wurde (Tab.7/8 und Tab.9/10). In beiden Auswertungen zeigte sich korrespondierend zu der
exponentiellen Zunahme der Plaquegrof’e ein exponentieller Anstieg von AT mit
zunehmendem Alter der Tiere. Somit wird die Vorstellung einer Zunahme des Lipidanteils in
der Plague bei Zunahme der extrazellularen Matrix mit dem Alter und die damit verbundene
Detektierbarkeit durch vermehrte Aufnahme des GDFs unterstutzt.

Allerdings muss beachtet werden, dass die AT-Werte als Betrag verrechnet wurden und zum
Teil, vor allem in den Gruppen 2, 3 und der Therapiegruppe der FA-basierten Auswertung,
aus einem eigentlich negativen Ergebnis entstanden, wenn die pra-GDF-Werte niedriger
waren als die post-GDF-Werte (Tab. 7, 8, 9, 10). Die Verrechnung nur der Betrage
verbesserte die Mittelwerte zum Teil so, dass eine exponentielle Kurve entstand, obwohl die
Methode gerade aufgrund dieser teilweisen umgekehrten Ergebnisse (T¢-Zeiten pra<post)
grundsatzliche Schwachen zu haben scheint.

Mogliche Fehlerquellen in Bezug auf die FA-Sequenz konnen dabei sowohl die Wahl der
Flipwinkel, Signalrauschen oder ein inhomogenes B1-Feld bei hoher Feldstarke des Gerates
sein. Um in den zentralen Schichten, welche Uber die thorakale Aorta platziert wurden, ein
moglichst homogenes Bi-Feld zu erhalten, wurde der 3D-Block bei den FA-Sequenzen auf
48 anstelle von 24 Schichten vergrofRert. Somit sollte das Rauschen, das vor allem in den
randstandigen Schichten auftritt, in der ROl moglichst minimiert werden (Tab. 2).

88



Auch Cheng und Wright beschaftigten sich mit der Problematik der FA-Sequenzen und
erklarten, dass fur eine bestimmte T-Zeit zwei Paare idealer Flipwinkel noétig sind. Diese
idealen Winkel sind jene, bei denen das Signal 71% des Ernst-Winkels, der in kurzester Zeit
zum maximalen Signal fuhrt, liegt. Liegen zwei der vier Winkel dicht beieinander (2° und 3°),
wird nur einer der beiden gemessen. Sie erklarten, dass drei Flipwinkel optimal seien, bei
zehn habe die Richtigkeit bereits abgenommen (106).

Die in diesem Experiment gewahlten Flipwinkel wurden auf Basis der Annahme einer T;-Zeit
von etwa 200ms (grob wie Fett) innerhalb einer Plaque per Algorithmus ermittelt. Die Fitting-
Kurve zeigt einen regelrechten Verlauf (Abb. 51).
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Abb. 51: Flipwinkel-Fittingkurve aus ImageJ
Fittingkurve einer FA-basierten T4-Map nach GDF-Gabe mit den Flipwinkeln 2°, 8°, 11°, 15°, 25°, 40° und 60° in
radialer Auslesetechnik.

Eine Limitation der genauen Messung war, dass bei dem kleinen Volumen der Plaques nur
wenig Voxel eingeschlossen werden konnten. So wurden trotz akkurat gewahlter Flipwinkel
und zweier Mittelungen bei einem inhomogenen Feld im Vergleich zur SR-Sequenz eher
Werte mit einer hoheren Standardabweichung gemessen. Aus diesem Grund stellte sich die
SR-Sequenz in dieser Versuchsreihe als stabilere Alternative zur Erstellung von Ti-Maps
heraus.

Es existieren jedoch Daten Uber das FA-basierte T4-Mapping in humanen Patienten, welche
nach der in vivo-MRT endarteriektomiert und die Plaques histologisch aufgearbeitet wurden,

die eine gute Zuordnung der histologisch erfassten Plaquestrukturen (Atherosklerose-
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Klassifikation I-IV nach AHA) zu den gemessenen Ti-Zeiten zeigten (108). Dies bedeutet,
dass durchaus reprasentative T1-Maps erstellt werden kdnnen, wenn sich die Plaque im cm?®-
Bereich bewegt, wie in gro3eren Versuchstieren bzw. Patienten.

Mit beiden Sequenzen, sowohl FA als auch SR, besteht auferdem die Moglichkeit einer
relativen Fehlpositionierung der ROIls, da dieselbe ROI sowohl fur die pra- als auch fur die
post-GDF-Bilder verwendet wurden, die in den Ti-gewichteten-post-GDF-Bildern erstellt
wurden (Abb. 12). Durch eine mogliche ungenaue Zuordnung der Schichten und
Leitstrukturen der pra-Bildstapel oder z.B. einen groReren Atemzug der Maus wahrend der
ca. 1,5h Messdauer, ist es maoglich, dass die vorher an die Plaque angepasste ROI nicht
mehr perfekt passte. Da in den Ti-Maps die Wiedererkennung anatomischer Strukturen
erschwert ist und keine primare Erstellung der ROl in den Maps moglich war, gab es fur die
Ubernahme der ROIls aus den Ti-gewichteten Bildern keine Alternative. Dies spricht dafir,
dass die Methodik im murinen Experiment auf um>-Basis bei der ROI-Positionierung limitiert
ist.

Mehrere andere Experimente bestatigten bereits, dass die Messung von Ti-Zeiten in
verschiedenen Krankheitsbildern und vor allem in groReren Messstrukturen zusatzliche
Informationen zu den volumetrischen Ergebnissen bringt. So wurden T4-Zeiten von Myokard
in Inversion-Recovery-Sequenzen zur Klassifizierung der Auspragung myokardialer
Erkrankungen bzw. KHK in Patienten untersucht (105; 118) und T;-Messungen im
menschlichen Gehirn zur Charakterisierung von neurologischen Erkrankungen validiert (104;
106). Dies spricht ebenfalls fur eine Limitation des T1-Mappings in Bezug auf die Gro3e des
zu untersuchenden Areals im pm>-Bereich und die VoxelgroBe und gegen einen

grundsatzlichen Fehler in den Sequenzen dieses Versuchs.

4.4.1 Korrelationen mit den volumetrischen Messungen (TPV und rTPV)

Bei den Korrelationen der Volumenmessungen in der MRT mit den AT, zeigten sich nur
schwache und zum Teil nicht-signifikante Korrelationen zwischen TPV und rTPV mit den SR-
und FA-basierten AT (TPV vs. SR: R=0,34 bei p<0,06 (Abb. 35A); rTPV vs. SR: R=0,41 bei
p<0,02 (Abb.35B); TPV vs. FA: R=0,25 bei p<0,2 (Abb. 43A); rTPV vs. FA: R=0,33 bei
p<0,07 (Abb. 43B)). Eine mogliche Ursache hierfir ist am ehesten, dass die
Grollenzunahme einer Plaque nicht allein durch die Vermehrung der Lipidanteile und der
extrazellularen Matrix, sondern wahrscheinlich auch durch die Vermehrung anderer Anteile
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wie zum Beispiel eine dicke fibrotische Kappe oder grol3e verkalkte Anteile entsteht (18; 19).
Diese Veranderung der Plaquezusammensetzung konnte ebenfalls in unseren Ergebnissen
der uCT gezeigt werden. In der Therapiegruppe konnten vermehrt Kalzifikationen
nachgewiesen werden. (Abb. 50).

Diese Werte konnen als Tendenz dahingehend angesehen werden, dass durch das
qualitative T4-Mapping ein Monitoring grundsatzlich moglich ist. Inwieweit die
Plaquezusammensetzung und die dadurch bedingte Vulnerabilitat derselben durch
Momentaufnahmen in der MRT klassifiziert werden koénnen, ist zur Zeit noch nicht
ausgearbeitet. In dieser Versuchsreihe konnten bisher noch keine festen Intervalle, in denen
ein AT4-Betrag einem Atherosklerose-Klassifikationsgrad entspricht, dargestellt werden.
Hierzu waren weitere Untersuchungen und Korrelationen von T4-Maps mit der tatsachlichen
Histologie derselben Plaque anstelle von einer en face-Praparation mit Sudan IV ndtig.
Mehrere Arbeiten zeigen allerdings bereits, dass dieser Ansatz generell moglich ist. So
fixierte zum Beispiel die Arbeitsgruppe um Vilez-Gonzales et al. Kaninchenaorten und farbten
sie immunhistochemisch mit Anti-a-Actin-Antikorpern, welche an die glatten Muskelzellen in
der Plaque binden (111); Ronald et al. farbten mehrere Plaqueanteile (Lipid mit Oil Red O,
Kollagen mit Picro-Sirius Red, Makrophagen mit RAM-11-Antikdrpern, Endothelzellen mit
CD-31-Antikorpern), ebenfalls vom Kaninchen, und mafRen aul’erdem zum Vergleich den
tatsachlichen Anteil an aufgenommenem GDF im Histologischen Praparat (94); Helft et al.
nutzten eine Masson’s Trichrom Elastin-Farbung und verglich die histologische
Plaquestruktur in Kaninchen mit MRT-Ergebnissen (122). Eine Korrelation zwischen
Gadolinium-basierter KM-Anreicherung in humanen Carotis-Plaques in der MRT und
immunhistochemisch fixierten Entzindungszellen in der Plaque nach Endarteriektomie zeigte
sich in mehreren Studien (98, 99, 108). All diese oben genannten Studien kamen zu dem
Ergebnis, dass die Akkumulation des Kontrastmittels in der Plaque mit der extrazellularen
Matrix korreliert. Cai et al. stellten bereits einen Versuch vor, in vivo in der MRT gemessene
humane Plaques anhand der Histologie einer Stufe der American Heart Association (AHA)-
Klassifikation zuzuordnen (123). Der nachste Schritt sollte ein Vergleich der
immunhistologischen Farbung mit den Ti-Maps sein, um den Zusammenhang zwischen
wahrer Plaquestruktur und der in vivo per GDF detektierter T4-Zeit zu messen.

In einem Arbeitsbericht von 2012 Uber den derzeitigen Stand der Detektierung der
Hochrisiko-Atheroskleroseplaques raten Fleg et al. ebenfalls dazu, die Methoden zur
Diagnostik, Unterscheidung einer vulnerablen von einer stabilen Plaque sowie zur Therapie
der Atherosklerose praklinisch weiter zu erforschen, um den Folgen der Systemerkrankung

91



zukunftig besser vorzubeugen (119). Ein mdglicher Ansatz hierzu stellt die nicht-invasive
Charakterisierung mittels T1-Mapping in der MRT dar, sofern sich eine stabilere Korrelation
zwischen Ti-Zeiten und histologischer Plaquestruktur in groferen Plaques (zum Beispiel
human oder praklinisch im Kaninchen) zeigen sollte.

Im Gegensatz zu der volumetrischen Auswertung in der MRT zeigten sich bei dem Vergleich
der AT¢ beider Sequenzen mit TPV und rTPV der en face-Praparation gute bis sehr gute
Korrelationen nach Pearson (SR vs. TPV: R=0,72 bei p=0,0002 (Abb. 35A); SR vs. rTPV:
R=0,58 bei p<0,005 (Abb. 35B); FA vs. rTPV: R=0,53 bei p<0,02 (Abb. 42B)), welche die
Korrelation von AT{ mit dem TPV und rTPV in der MRT Ubertrafen. Ein Grund fur die
verbesserte Korrelation dieser beiden Methoden konnte sein, dass die vermehrte
Akkumulation von GDF in der Plaque durch den vermehrten Anteil von Lipiden bedingt ist
und Sudan IV ebensolche Lipide direkt anfarbt.

Im Gegensatz zu den oben genannten guten bis sehr guten Korrelationen, korrelierte die AT
basierend auf der FA-Sequenz mit dem TPV der en face-Praparation mit R=0,16 bei p<0,5
(Abb. 42A) nicht. Dies wird vor allem auf zwei auffallend von der Ausgleichsgeraden
ausreillende Werte der FA-basierten Auswertung (Maus 17: 280ms, Maus 18: 317ms (Tab.
9)) zurtckgefuhrt. Durch das sehr kleine n(=3) in der Gruppe 4 fuhren die beiden Ausreilder
dazu, dass keine Korrelation besteht. Bei einem groReren n hatten die Werte sich im Mittel
moglicherweise ausgeglichen. In der SR-basierten Auswertung fielen solche grolden
Ausreil3er nicht auf, sodass dies ein weiterer Hinweis darauf ist, dass die FA-Sequenz in
diesem Experiment die schwachere Alternative im Gegensatz zum SR-basierten T1-Mapping

ist.

Das Ergebnis der Korrelationen der FA- sowie SR-basierten AT{-Mappings mit der uCT-
Auswertung zeigte starke bis sehr starke Korrelationen (SR vs. TPV: R=0,88 bei p<0,0001;
SR vs. rTPV: R=0,69 bei p<0,005 (Abb. 37); FA vs. TPV: R=0,62 bei p<0,02; FA vs. rTPV:
R=0,46 bei p<0,09 (Abb. 44)). Dies zeigt erneut, dass es moglich ist, die atherosklerotische
Plague mittels T;-Zeit-Bestimmung zu Uberwachen. Die Kombination dieser beiden
Messmethoden ist fur zukinftige Versuche allerdings ungunstig, da das Versuchstier so
zweimalig gemessen werden muss, eine Umlagerung oder sogar Totung ist obligatorisch.
Die Kombination der SR- bzw. FA-Sequenz mit einer vorgeschalteten Ti-gewichteten MRT-

Sequenz ware vorzuziehen.
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4.4.2 Ausschluss der Therapiegruppe

Schon in der volumetrischen Auswertung dieser Studie zeigte sich, dass wahrend der ND
eine veranderte Plaqueprogression im Vergleich zur HFD stattfand. In der MRT-Auswertung
zeigte sich der flachere Anstieg der Kurve der Therapiegruppe als derjenige der Gruppen 1-4
(Abb. 23), in der uCT-Auswertung zeigten sich deutlich mehr Kalzifikationen in den Plaques
der Therapiegruppe als der Gruppen auf HFD (Abb. 50). Eine mdgliche Ursache ist, dass die
Lipid-abhangige GDF-Aufnahme in die Plaque unter ND verandert ist. Dies wurde durch die
T4-Zeit-Auswertung basierend auf den SR- und FA-Sequenzen untermauert: Die AT der
Therapiegruppe lag am ersten Messpunkt, an dem die diatischen Bedingungen der
Therapiegruppe noch denen der Gruppe 2 entsprachen, im Bereich eben der Gruppe 2. Am
zweiten Messzeitpunkt nach sechs Wochen auf ND lagen die Durchschnittswerte moderat
und nach 12 Wochen ND deutlich unter den AT{-Werten der Gruppen 3 und 4 sowohl in der
auf der SR-Sequenz beruhenden, als auch in der auf der FA-Sequenz basierenden T¢-Map
(3.2.1.2, 3.2.2.3, Abb. 34, 41). Die deutlich unter den Werten der Gruppen 2-4 liegenden
Werte der Therapiegruppe lassen darauf schlieRen, dass trotz hohem Lebensalter und
hoherem AT;-Ausgangswert die Einlagerung von Lipiden bzw. Schaumzellen in die Plaque
unter ND vermindert stattfindet oder die Plaquestruktur sich unter ND verandert.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Korrelationen der AT1 mit den volumetrischen
Methoden erneut und unter Ausschluss der Therapiegruppe durchgefuhrt. Dies flhrte bei
allen Berechnungen zu einer deutlichen Verbesserung der Korrelationswerte nach Pearson
oder einer Verbesserung der Signifikanz (Tab. 11).

Die jetzt deutlich hoheren Korrelationen zwischen den PlaquegroRen (TPV, rTPV) und ATy,
also vermehrter GDF-Anreicherung, unterstitzen erneut den Ansatz, dass pathologische
atherosklerotische Plaques, welche sich unter einer HFD entwickelt haben, mittels T4-
Mapping detektiert und vielleicht sogar eingestuft werden konnen. In Bezug auf eine
Verlaufskontrolle in Therapiegruppen kann die Mdoglichkeit der Darstellung des
Plagueumbaus durch ND (oder durch eine andere Therapiemethode) verfolgt werden.

Das T+1-Mapping zeigt sich somit als weitere Untersuchungsmethode, die potentiell relevante
Zusatzinformationen zu den rein anatomischen, T1-gewichteten MRT-Bildern liefert.
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4.5 Die Serumtriglyceride und —cholesterine als Monitoring der Atherosklerose

Eine sinnvolle Korrelation zu den Serumtriglycerid- und Serumcholesterinspiegeln wurde
weder bei der en face-Praparation noch bei einer anderen Messmethode gefunden (3.1.1.2).
Im klinischen Alltag ist die Darstellung einer Hyperlipidamie mit pathologischen LDL-, HDL-
und Triglycerid-Werten zwar ein Hauptbestandteil der Diagnostik einer chronischen
Atherosklerose (120), doch im Mausmodell muss davon ausgegangen werden, dass durch
die Veranderung des Genotyps bereits in Jungtieren ein so veranderter Lipidstoffwechsel
stattfindet, dass schon die Ausgangswerte sehr hoch ausfallen und auch die Reagibilitat des
Lipidstoffwechsels auf Therapiemaldnahmen (hier ND) nur in einem bedingtem Rahmen
stattfindet. Trotzdem ist das ApoE-KO-Modell in der praklinischen Atheroskleroseforschung
eines der bedeutsamsten und im Plaqueaufbau dem humanen sehr ahnlich (30). Es wird
eher erneut bestatigt, dass die MRT zum Verlaufsmonitoring im Mausmodell neue wichtige
Moglichkeiten eroffnet, da ein Monitoring durch die klinisch verwendeten laborchemischen

Marker als eher unzuverlassig anzusehen sind.
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5. Zusammenfassung

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die GDF-gestutzte MRT zur
Plaguedetektierung geeignet und den etablierten Methoden der en face-Praparation und der
MCT in den Ergebnissen ebenburtig ist. Es konnen kleinste Plaques detektiert und die
absoluten sowie relativen Volumina gemessen werden, wobei sich das rTPV als besserer
Messfaktor als das TPV herausstellte. Zusatzlich bietet die MRT den Vorteil, die Tiere nicht
toten zu mussen, wodurch Verlaufstudien und Kontrolluntersuchungen moglich werden. In
wiederholten Messungen derselben Tiere kann ein Wachstum der Plaques detektiert werden.
AulRerdem wurde bestatigt, dass eine Umstellung auf ND allein, ohne weitere
TherapiemalRnahmen, zu einer deutlichen Reduktion der Plaqueprogression und
maoglicherweise zum Umbau der Plaquestruktur fuhrt.

Somit ist es in Zukunft moglich, mittels nicht-invasiver MRT neue Therapien oder
Einflussfaktoren in Bezug auf eine Plaqueprogression oder -regression in vivo in
praklinischen Tiermodellen zu monitoren.

Die qualitative Messung der Plaques mittels AT, basierend auf der SR- und FA-Sequenz ist
noch nicht endgultig ausgereift. Gerade bei der FA-Sequenz mussen viele Storfaktoren
(inhomogenes Feld, geringe Voxelanzahl) bertcksichtigt werden. Deswegen scheint die SR-
basierte T4-Map die geeignetere Methode zur Diagnostik atherosklerotischer Plaques im
Mausmodell zu sein. Trotzdem konnte eine Zunahme der AT-Zeiten- also eine vermehrte
Aufnahme von GDF in die Plaque- uber die Zeit und unter HFD nachgewiesen werden. Eine
weitere Abklarung der Zusammenhange zwischen ATq-Zeiten und der tatsachlichen
Histologie der Plaques und zur Einteilung in Stadien erscheint sinnvoll und sollte in einer
folgenden Studie abgeklart werden.

Das Monitoring der Atherosklerose in ApoE-KO-Mausen per Serumlipidspiegel stellte sich in
diesem Mausmodell als nicht sinnvoll heraus, da wegen des grundsatzlich pathologisch
erhohten Lipidstoffwechsels eine Korrelation der Serumlipidspiegel mit der Plaquegrof3e nicht

moglich war.

So verdeutlicht diese Studie die Bedeutung der in vivo-MRT mit der Vielfalt ihrer Sequenzen
fur die praklinische Atheroskleroseforschung, da sie neue Moglichkeiten sowohl fur die
Grundlagenforschung der Krankheitsentwicklung als auch fur die Untersuchung neuer

Therapieoptionen eroffnet.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Adventitia  Tunica adventitia

ApoE Apolipoprotein E

ApoE-KO  ApoE-defizient

BE Blutentnahme

bzw. beziehungsweise

CT Computertomographie

DG Durchgang

FA variable flip angle, variabler Flipwinkel
FDG 18Fluordesoxy-Glucose

FELASA Federation of Laboratory Animal Science Assotiations
FID Free Inducation Decay
Gd-DTPA  Gadopentetat-Dimeglumin

GDF Gadospin® F

GDM Gadofluorin® M

ggf. gegebenenfalls

Gr. Gruppe

HDL high-density Lipoprotein

HF Hochfrequenzimpuls

HFD High Fat Diet / Western Diet

HU Hounsfield-Einheiten

Intima Tunica intima

IR Inversion Recovery

KHK koronare Herzkrankheit

KM Kontrastmittel

LDL low density Lipoprotein

Media Tunica Media

MOLLI Modified Look-Locker Inversion Recovery
MRT Magnetresonanztomographie

ND Normdiat

PFA Paraformaldehyd-L6sung

PET Positron-Emissions-Tomographie
Pixel zweidimensionaler Bildpunkt
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rTPV
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