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Sein und Wissen ist ein uferloses Meer:
Je weiter wir vordringen, umso unermesslicher dehnt sich aus,
was noch vor uns liegt - jeder Triumph des Wissens

schliefit hundert Bekenntnisse des Nichtwissens in sich.

Isaac Newton
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1 Einleitung

Die Atherosklerose ist eine systemische GefdBerkrankung, die sich u.a. in Form
einer koronaren Herzkrankheit (KHK), eines ischdmischen zerebralen Insults wie auch
einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) manifestieren kann. In den
Industrienationen stellt sie eine der héufigsten Todesursachen im Erwachsenenalter dar
(Shah 2009, Bui et al. 2009). Epidemiologische Studien zeigen, dass aufgrund der
zunehmenden Verbreitung des ,,Western Lifestyle ein stetiger Anstieg in der Privalenz
der Atherosklerose zu erwarten ist (Lopez and Murray 1998, Murray and Lopez 1997).
Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) erlagen im Jahr 1990 weltweit rund 14,7
Millionen Menschen den Folgen kardiovaskuldrer Erkrankungen. 1999 lag die Zahl
bereits bei 17 Millionen (Bonow et al. 2002). Fiir 2020 wird die Zahl auf 25 Millionen
geschitzt (Reddy 2004), was einen Anstieg der tédlich verlaufenden kardiovaskuldren

Erkrankungen um etwa 45% innerhalb des bewerteten Zeitraums bedeuten wiirde.

Den Angaben des Statistischen Bundesamtes zufolge ist allein in Deutschland
jeder fiinfte Sterbefall unmittelbar oder durch nicht ndher spezifizierte Folgen der
koronaren Herzkrankheit verursacht (Gesundheitsberichterstattung des Bundes, Heft 33,
08/2006). Laut Todesursachenstatistik verstarben in der Bundesrepublik im Jahre 2003
insgesamt 29.550 Frauen (6,5% der Todesfille bei Frauen) und 34.679 Ménner (9,4%
der Todesfille bei Ménnern) an einem Herzinfarkt. Die Ursache des akuten
Myokardinfarkts ist in 70-80% der Félle auf die Ruptur einer in den Herzkranzgefaf3en
lokalisierten atherosklerotischen Plaque und den darauf folgenden Koronararterien-
verschluss zuriick zu fithren (Shah 2007, Shah 2003, Finn et al. 2010, Burke et al. 1997,
Davies and Thomas 1985).

1.1 Pathogenese der Atherosklerose

Der Entstehung atherosklerotischer Plaques liegt ein komplexes, multifaktorielles
Geschehen zugrunde, das trotz intensiver Forschung bisher nicht eindeutig geklirt
werden konnte. Es ist anzunehmen, dass die Atherosklerose Folge einer
inflammatorischen und immunmodulatorischen Reaktion auf die Ansammlung
oxidierter Low Density Lipoproteine (LDL) in der GefdBwand ist. Die Akkumulation
der LDL-Molekiile wird durch zahlreiche Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie,

Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, Hyperhomocysteindmie, Nikotinkonsum



sowie genetische Pradisposition, Alter und ménnliches Geschlecht begiinstigt (Bui et al.

2009, Runge et al. 2010).

Die genannten Risikofaktoren fordern die Entstehung einer endothelialen
Dysfunktion im GefaBbett infolge derer die Ansammlung von LDL in der GefdBwand
protegiert wird. Das akkumulierte LDL wird oxidiert (oxLDL) und stellt als solches
einen starkes Immunogen dar (Wilensky and Hamamdzic 2007, Witztum 1994, Zhou et
al. 1998). Die chronische Exposition mit oxLDL induziert in den betroffenen
Endothelzellen u.a. die Expression von Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1),
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) sowie Endothelial Leukocyte Adhesion
Molecule-1 (ELAM-1) (Poston et al. 1992, van der Wal et al. 1992). In athero-
sklerotisch verdnderten GefdBabschnitten ist daher ein Anstieg der genannten
Adhésionsmolekiile beschrieben (Amberger et al. 1997). Infolge der endothelialen
Uberexpression von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 kommt es zur Transmigration
von Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten in den subendothelialen Raum
(Poston et al. 1992). Pro- und anti-inflammatorische Zytokine (z.B. TNF-a, IFNy, IL-1,
IL-2, IL-4 bzw. TGF-B, IL-6, IL-10) verstidrken und steuern die Immunantwort und
fordern zusammen mit den in die GefiBBwand eingewanderten Leukozyten die
Entstehung und das Fortschreiten atherosklerotischer Lisionen (Tedgui and Mallat
2006, Bui et al. 2009). Die atherosklerotischen Plaques flihren im Verlauf zu einer
Lumeneinengung des betroffenen  GefdBabschnitts und stellen so eine
Pradilektionsstelle fiir die Ausbildung eines intraluminalen Thrombus mit

nachfolgendem Gefafverschluss dar (Brasen and Niendorf 1997).

Die American Heart Association (AHA) flihrte zwischen 1992 und 2000 eine auch
heute noch giiltige und angewandte Klassifikation zur Einteilung atherosklerotischer
Plaques ein. Zur Unterscheidung der verschiedenen Lisionstypen diente die
histomorphologische Zusammensetzung und Struktur der atherosklerotischen Plaques

(Tab. 1.1) (Stary et al. 1992, Stary et al. 1994, Stary et al. 1995, Stary 2000).



Lasionstyp Bezeichnung Histomorphologisches Korrelat

Tunica intima im histologischen Aufbau erhalten,
proportionale Zunahme der Schichtdicken —
Prédilektionsstelle fiir die Entstehung
atherosklerotischer Lédsionen

- Intimale Verdickung

Akkumulation von Lipoproteinen und Schaumzellen in

Typ 1 Initiale Lision der Tunica intima

Typ I zusétzlich mit Makrophagen, T-Lymphozyten,
Typ II ,Fatty Streaks Mastzellen und glatten Muskelzellen — Schaumzellen
liegen geschichtet vor

Typ I mit extrazelluldr gelegenen und weiterhin

Typ I Préatherom solitdr verteilten Lipidpools

Typ III mit konfluierendem, extrazelluldrem Lipidkern
(Atheromkern) - Kappe entspricht in der
Zusammensetzung der normalen Schichtung der
Tunica intima

Typ IV Atherom

Typ V Fibroatherom Typ IV mit fibroser Kappe und Nekrosen

Komplizierte atherosklerotische Plaque — jede
atherosklerotische Lésion mit Ulzeration/ Fissur der
fibrosen Kappe (VIa), intraplaque Himorrhagie/
Hématom (VIb) und/oder thrombotischer Verdnderung
(VIc)

Thrombohidmor-

Typ VI rhagische Lision

Typ V mit Einlagerung von Kalkspangen und ggf.

Typ VIl Kalzifizierte Lasion Ersatz der Atheromkerne durch kalzifizierte Matrix

Typ V mit minimalen oder keinen Lipidablagerungen

Typ VIII Fibrotische Lsion im Plaque, Zunahme des Bindegewebes

Tabelle 1.1: Einteilung atherosklerotischer Léisionen nach der tiberarbeiteten Klassifikation der
American Heart Association (Stary et al. 1992, Stary et al. 1994, Stary et al. 1995, Stary 2000,
Virmani et al. 2000).

1.1.1 Frihe Verdnderungen der GefaBwand

Pridilektionsstellen fiir die Entstehung atherosklerotischer Plaques sind
GefidBareale, die aufgrund besonderer mechanischer und himodynamischer Belastung
eine proportionale Verdickung der Tunica intima aufweisen (Stary et al. 1992). Friihe
atherosklerotische Lésionen (Typ I, Tab. 1.1) sind durch die Einlagerung von Lipo-
proteinen sowie durch die Ansammlung lipidbeladener Makrophagen (Schaumzellen) in
der Tunica intima gekennzeichnet und konnen bereits im Kindesalter nachgewiesen
werden. Die als ,,Fatty Streaks* oder Typ II bezeichneten atherosklerotischen Lésionen
weisen zusitzlich zu den in der Tunica intima akkumulierten Lipoproteinen und
Schaumzellen, Makrophagen, T-Lymphozyten sowie Mastzellen auf (Tab. 1.1). Durch
weitere Einlagerung solitdr verteilter und extrazelluldr gelegener Lipidpools, formiert sich

ein Prdatherom (Typ III, Tab. 1.1). Dieses bildet ein Intermedidrstadium zwischen den



klinisch stumm verlaufenden, frilhen atherosklerotischen Verdnderungen der
GefdBBwand und den fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques (Stary et al. 1994,
Stary 2000).

1.1.2 Fortgeschrittene atherosklerotische Plaques

Fortgeschrittene atherosklerotische Lésionen definieren sich ausschlieBlich iiber
histomorphologische und histochemische Kriterien. Eine klinische Manifestation durch
Einengung des Gefdlumens ist fiir die Diagnose der fortgeschrittenen

atherosklerotischen Plaques nicht zwingend vorausgesetzt (Stary et al. 1995).

Gemil der AHA-Klassifikation fiir atherosklerotische Lisionen ist die Konfluenz
der einzelnen, extrazellulir gelegenen Lipidpools der Pridatherome (Typ III) zu einem
verdichteten, singuldren, extrazelluldren, lipidreichen Kern aus Cholersterinkristallen,
Entziindungszellen und nekrotischen Zellresten (Atheromkern) das zentrale Kriterium
zur Definition eines Atheroms (Typ IV, Tab. 1.1). Wéhrend die luminale Begrenzung
der Plaque beim Atherom weiterhin der histologischen Zusammensetzung und
Schichtung der Tunica intima entspricht, weist der Lésionstyp V, das Fibroatherom,
eine fibromuskuldr verdnderte Kappe mit hohem Anteil an Kollagenfasern auf. Das
Auftreten  zahlreicher, durch Bindegewebsschichten voneinander getrennter
Atheromkerne innerhalb einer athersoklerotischen Plaque ist beim Fibroatherom
moglich (Tab. 1.1) (Stary et al. 1995). Kommt es zu einer Ulzeration oder Fissur der
fibrosen Kappe, zu einer Einblutung in die Lidsion oder einer thrombotischen
Veridnderung der Plaque handelt es sich laut AHA-Klassifikation um eine komplizierte
atherosklerotische Lésion (Typ VI, Tab. 1.1). Meist wird eine thrombohdmorrhagische
Lasion bei Atheromen oder Fibroatheromen beobachtet. Dennoch besteht die
Moglichkeit, dass alle atherosklerotischen Plaques ebenso wie nicht pathologisch
verdanderte GefdBareale thrombohdmorrhagische Verdnderungen aufweisen konnen

(Stary et al. 1995).

Der Lésionstyp VII der AHA-Klassifikation ist als kalzifizierte atherosklerotische
Plaque beschrieben (Tab. 1.1). Innerhalb eines vorbestehenden Fibroatheroms bilden
sich Kalkspangen, die als mineralisierte Matrix u.a. den Atheromkern ersetzen konnen.
Fibrotische atherosklerotische Lasionen (Typ VIII, Tab. 1.1) zeichnen sich durch einen
hohen Anteil an Bindegewebe und einen sehr geringen Anteil an Zellen sowie

minimalen oder gar keinen Lipidablagerungen aus. Dieser Umbauprozess fiihrt zu einer



Konsolidierung der Plaque und wird als aktiver, degenerativer Prozess beschrieben

(Virmani et al. 2000, Brasen and Niendorf 1997).

Im Allgemeinen sind die Entstehung und das Fortschreiten atherosklerotischer
Lisionen nicht durch eine klare Sequenz spezifischer Umbauprozesse zu beschreiben.
Sie resultieren aus zahlreichen pathologischen Verdnderungen der Gefdwand, die

ebenso zeitlich versetzt wie simultan auftreten konnen (Abb. 1.1).

Intima at highly susceptible sites of arteries Intima at moderately susceptible sites of arteries
. Isolated macrophage foam cells
lipid and cells accumulate ‘
faster and advanced 1 ;
lesions develop first . regression of
al highly susceptible I1. Multiple foam cell layers formed type I-1Il changes
rather than moderately ‘ to normal is possible
susceplible sites
I11. Isolated extracellular lipid pools added
IV. Confluent extracellular lipid core formed
fibrosis of type VI change
adds to type V thickness
V. Fibromuscular tissue layers produced and stiffness

and leads to

: : ; loss of lumen
successive type VI episodes may quickly lead to occlusion

VI. Surface defect, hematoma, thrombosis

VII. Cakification predominates regression or change of

lipid in fesion types IV-V1
may result in lesion
VIIL. Fibrous tissue changes predominate |  ypes VII-Vill

Abbildung 1.1: Flussdiagramm zu Entstehung und Fortschreiten atherosklerotischer Plaques.
Dargestellt sind die sequentielle Entwicklung der Ldsionstypen [ bis IV sowie die dem
Ldsionstyp IV nachfolgenden  unterschiedlichen  Entwicklungsmoglichkeiten — der
atherosklerotischen Plaques. Das Diagramm beschreibt die histologischen Hauptmerkmale der
verschiedenen Plaquetypen nach AHA-Klassifikation in der Ubersicht und kennzeichnet die
relative Hdufigkeit der méglichen Pfade mittels der Stirke der Verbindungspfeile. Abbildung
tibernommen aus Stary H.C. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2000 (Stary 2000).




1.1.3 Plaqueruptur

Eine Komplikation atherosklerotischer Plaques ist die Plaqueruptur. Sie gilt in 70-
80% der Fille als Ursache fiir einen akuten Myokardinfarkt (Shah 2007, Shah 2003,
Finn et al. 2010, Burke et al. 1997, Davies and Thomas 1985). Als Risikofaktor fiir die
Plaqueruptur ist vor allem die Plaquekomposition zu nennen: Wahrend Bindegewebe
als stabilisierende Komponente gilt, ist der atheromatdse Kern einer Léasion als
destabilisierender Faktor anzusehen (Kragel et al. 1989, Kragel et al. 1990). Als
besonders risikoreich werden atherosklerotische Plaques beschrieben, deren
Atheromkern mehr als 40% der Lasion einnimmt (Davies et al. 1993, Shah 2009). Als
auslosendes Ereignis fiir die Formation eines intraluminalen Thrombus mit
nachfolgender poststenostischer Ischdmie wird in 75 bis nahezu 100% das Einreiflen der
fibrosen Kappe der atherosklerotischen Plaque genannt (Brasen and Niendorf 1997).
Forschungsergebnisse zeigen, dass neben mechanischen Zug- und Scherkréiften
(Maclsaac et al. 1993) vor allem die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (z.B.
TNF-a, [IFNy) und Proteasen (z.B. Matrix Metalloproteinasen, Cystein Proteasen) durch
in der atherosklerotischen Lision gelegene Makrophagen, T-Zellen und Mastzellen eine
Fissur in der fibrosen Kappe begilinstigen (Hansson 2005, Virmani et al. 2000, Brasen
and Niendorf 1997, Galis et al. 1994, Henney et al. 1991). Infolge des Einreilens der
fibrésen Kappe kommt es zur Freilegung prothrombotischen Materials. Der Kontakt des
zirkulierenden Blutes mit den thrombogenen Komponenten wie Phospholipiden und
Kollagen fiihrt zur Aktivierung der Thrombozyten sowie der extrinischen Gerinnungs-
kaskade. Intraluminal kommt es nachfolgend zur Formation eines Thrombus mit
Verschluss des Gefdfles und einer moglichen poststenotischen Ischdmie (Shah 2009,

Hansson 2005).
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Abbildung 1.2: Schematische Abbildung zur Entwicklung und zum Fortschreiten einer
atherosklerotischen Plaque. Dargestellt ist eine friihe Ldsion der Gefdffwand mit glatten
Gefdfimuskelzellen, Makrophagen und Mastzellen (A), die sich im weiteren Verlauf zu einem
Fibroatherom mit groflem Lipidkern, Nekrose, diinner fibroser Kappe und aktiver Inflammation
entwickelt (B). Das hier dargestellt Fibroatherom stellt aufgrund der Plaquekomposition eine
Hochrisiko-Ldsion dar, die nachfolgend rupturiert (C). Die Ruptur der fibrosen Kappe fiihrt zur
Freilegung thrombogenen Plaquematerials und begiinstigt somit die Formation eines das
Gefdflumen verlegenden Thrombus. Abbildung iibernommen aus Bui Q.T. The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology 2009 (Bui et al. 2009).

1.2 Vasa Vasorum und pathologische Neovaskularisierung

1.2.1 Vasa vasorum in der arteriellen GefaBwand

Vasa vasorum (VV) sind funktionelle Endarterien, die ein physiologisches
Gefdfinetzwerk in den GefdBwénden groBer Arterien ausbilden und so deren
Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen sicherstellen (Mulligan-Kehoe 2010).
Bereits in der Embryonalphase der Entwicklung kénnen VV nachgewiesen werden. Mit
zunehmendem Alter steigt das Gesamtvolumen der VV an, was als Reaktion auf den
vermehrten Sauerstoff und Néhrstoftbedarf der wachsenden GefaBwand zu werten ist
(Clarke 1966a, Clarke 1966b, Clarke 1965¢, Clarke 1965b, Clarke 1965a, Gossl et al.
2004). Allerdings kommt es nur dann zur Ausbildung von VV, wenn die Distanz vom
Gefédflumen bis zum dulleren Teil der Tunica adventitia zu grof} ist, um die Néhrstoff-
und Sauerstoffversorgung der GefiBwand mittels Diffusion sicherzustellen. Das
Ausmal und die Verteilung der VV sind daher von der Dicke der GefdBwand abhingig,
sodass VV ausschlieBlich in Blutgefdlen mit einer Wandstirke groBer als 0,5 mm

nachweisbar sind (Wolinsky and Glagov 1967). Da die Tunica intima ebenso wie das



luminal gelegene Drittel der Tunica media in der Regel durch Diffusion aus dem
Gefdfllumen versorgt werden konnen, ist die Verteilung der VV auf die Tunica

adventitia und die duBBere Media begrenzt (Nylander and Olerud 1960).

Aufgrund der GefdBherkunft und ihres Verlaufs haben Schoenenberger und
Mueller drei verschiedene Formen der VV unterschieden: Vasa vasorum interna (VVI),
Vasa vasorum externa (VVE) und vendse Vasa vasorum (VVV) (Abb. 1.3). Wihrend
die VVI dem Hauptlumen des Gefilles entspringen, stammen die VVE aus
GefdBabgingen des Hauptgefdlles oder aus sekundidren Gefden. Die VVV drainieren
das Blut der GefiBwinde in begleitende Venen (Schoenenberger and Mueller 1960).
Mittels Bildgebung im Mikro-Computertomographen (uCT) ist es gelungen, das
GefdBnetzwerk der VV dreidimensional zu rekonstruieren. Die dreidimensionale
Darstellung des GefaBBplexus bestitigte die von Schoenenberger und Mueller publizierte
Unterteilung der VV in drei verschiedene Gruppen (Kwon et al. 1998b, Gossl et al.
2003Db).

Vasa Vasorum Vasa Vasorum Venous Vasa
Interna (VVI) Externa (VVE) Vasorum (VVV)

Abbildung 1.3: Klassifikation der VV nach Schoenenberger und Mueller (Schoenenberger and
Mueller 1960). Abbildung iibernommen aus Géssl M. Anat Rec 2003 (Gossl et al. 2003b).




1.2.2 Ursachen und Folgen der pathologischen Neovaskularisierung in

atherosklerotisch verdnderten GefaBarealen

Atherosklerotisch ~ verdnderte  Gefdfareale weisen eine  pathologische
Neovaskularisierung in den betroffenen Abschnitten der GefdBwand auf. Die Rolle der
VV bei der Entstehung und dem Progress der Atherosklerose ebenso wie der
Pathomechanismus der Neovaskularisierung sind bisher jedoch nicht vollstandig geklart
(Heistad and Armstrong 1986, O'Brien et al. 1994, Kumamoto et al. 1995, Eisenstein
1991).

In zahlreichen wachsenden Geweben spielen Sauerstoff und Hypoxie eine
wichtige Rolle als regulierende Faktoren fiir die lokale Angiogenese (Bayer et al. 2002).
Geringe Sauerstoffpartialdriicke (pO,) fiihren zu einer durch die Hypoxie getriggerten
lokalen Produktion von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Ebenso kann in
Geweben mit niedriger Sauerstoffkonzentration eine vermehrte Expression des Trans-
kriptionsfaktors Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1a) nachgewiesen werden. Sowohl
VEGF als auch HIF-1a gelten als potente Mediatoren der Angio- und Vaskulogenese
(Neufeld et al. 1999). Messungen des pO; in der aortalen GefdBwand haben gezeigt,
dass die Sauerstoftkonzentration in der Mitte der Tunica media gesunder GefdBwinde
am geringsten ist. Bei der Zunahme der Dicke infolge atherosklerotischer
Gefdfwandverdanderungen konnte dort ein weiterer Abfall des Sauerstoffpartialdrucks
nachgewiesen werden (Jurrus and Weiss 1977). Da atherosklerotisch verdnderte
Gefdflareale eine pathologische Neovaskularisierung aufweisen, konnen die niedrigen
pOsz-Level in GefdlBarealen mit atheroklerotischen Plaqueauflagerungen als moglicher

Trigger fiir die Ausbildung von VV in der aortalen GefdBwand gewertet werden.

Die zunehmende Dichte der adventitiell gelegenen VV in atherosklerotisch
verdanderten Gefdfen ist auf den steigenden Bedarf der wachsenden Lésionen
zuriickzufiihren. Uber die VV kann die atherosklerotische Plaque mit Néhrstoffen und
Sauerstoff versorgt werden, wenn die Dicke der Gefillwand die mittels Diffusion
iiberwindbare Distanz vom Gefdflumen iibersteigt (Langheinrich et al. 2006). Dariiber
hinaus besteht eine hohe Korrelation zwischen der Dichte der VV und der adventitiellen
Entziindungsreaktion in atherosklerotisch verdnderten GefdBarealen. Dies lésst
vermuten, dass die Entziindungszellen die Plaque iliber das GefdBnetzwerk der VV
erreichen und so die Entziindungsreaktion unterhalten wird (Langheinrich et al. 2006,

Langheinrich et al. 2007a, Moreno et al. 2004).



Eine Studie von Moulton et al gibt Anlass zu der Annahme, dass VV nicht nur
begiinstigend und progressiv auf die GroBe und Inflammation der atherosklerotischen
Lisionen einwirken, sondern auch maf3igeblichen Anteil an deren Destabilisierung haben
(Moulton et al. 2003). Das oftmals unreife Gefiallnetzwerk der VV wird als Quelle fiir
eine Intraplaquehdamorrhagie genannt, was die Lésion nachfolgend zu einer vulnerablen,

instabilen Plaque macht (Virmani et al. 2005, Langheinrich et al. 2007a).

1.3 Plaquehamorrhagie

Infolge einer Intraplaquehdmorrhagie kommt es zu einer plotzlichen Verédnderung
der Plaquezusammensetzung. Die massive Ansammlung von Erythrozyten geht mit
einem Anstieg von Phospholipiden und freiem Cholesterol einher, was eine
VergroBerung des Nekrosekerns zur Folge hat. Zudem kommt es zu einer vermehrten
Ansammlung von Entziindungszellen in der atherosklerotischen Lasion. Dies fiihrt zu
einer weiteren Destabilisierung der Plaque, sodass die Lésion infolge einer Einblutung

als vulnerabel zu werten ist (Virmani et al. 2005, Felton et al. 1997).

Zusammen mit der Akkumulation von Erythrozyten steigt auch der Gehalt an
freiem Eisen im Plaque (Kolodgie et al. 2003). Eisenablagerungen in einer
atherosklerotischen Lésion lassen daher auf eine Intraplaquhdmorrhagie schlieen und
konnen als diagnostisches Kriterium fiir eine Einblutung und somit fiir die Erkennung

einer vulnerablen, instabilen Plaque genutzt werden (Langheinrich et al. 2007c).

1.4 Plaquekalzifizierung

Kalzifizierte atherosklerotische Plaques (Lésionstyp VII nach AHA-
Klassifikation, Tab. 1.1) sind fortgeschrittene Lasionen, die die Folge eines aktiven,
regulierten Prozesses mit Ablagerung von Calciumphosphatkristallen infolge eines
unausgeglichenen Calciumhaushalts in nekrotischen Geweben darstellen (Shanahan et
al. 1994, Demer and Tintut 1999, Bobryshev 2005). Die durch Zellapoptose erfolgte
massive Freisetzung von Calcium in lipidreicher Umgebung fordert die Akkumulation
kleiner, punktformiger, diffus verteilter Kalkablagerungen, die im Verlauf zu groBeren
Kalkspangen konfluieren (Han et al. 1995, Geng and Libby 1995, Isner et al. 1995,
Bennett et al. 1995, Rokita et al. 1991, Sarig et al. 1994, Proudfoot et al. 1998, Doherty
et al. 2004, Speer and Giachelli 2004). Die Beteiligung von glatten GefdBmuskelzellen

und Makrophagen am Kalzifizierungsprozess in der atherosklerotisch verdnderten
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GefiaBwand wird diskutiert (Bobryshev 2005, Rattazzi et al. 2005, Trion and van der
2004).

Obgleich kalzifizierte Plaques zu den fortgeschrittenen atherosklerotischen
Lisionen zdhlen, ist eine stabilisierende Komponente der Kalkspangen wahrscheinlich.
Klinische Studien konnten zeigen, dass Patienten mit Typ VII Lisionen im Follow-up
eine geringere Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines akuten Gefél3verschlusses
durch Plaqueruptur hatten (Hunt et al. 2002, Brown et al. 1993). Aufgrund der Prédsenz
von Kalkspangen in der Mehrzahl signifikanter atherosklerotischer Lisionen haben
kalzifizierte Plaques dennoch eine hohe klinische und diagnostische Relevanz (Arad et

al. 2000).

1.5 Das Tiermodell der ApoE”’/"/LDL/"-Doppel-Knockout Maus

Das Tiermodell der ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout Maus hat sich international
etabliert und wird vielfach in der Atheroskleroseforschung eingesetzt (Breslow 1996).
Mittels homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen werden die Gene fiir
den im Fettstoffwechsel essentiellen Liganden Apolipoprotein E (ApoE) sowie fiir den
Low Densitiy Lipoprotein Rezeptor (LDL Rezeptor) ausgeschaltet. Aufgrund dieser
Gen-Knockouts entwickeln die Tiere eine massive Hypercholesterindmie, die bereits
wenige Wochen nach der Geburt zu atherosklerotischen Verdnderungen der GefdBwand
fiihrt (Ishibashi et al. 1994, Zhang et al. 1992, Plump et al. 1992). Die Entstehung, wie
auch die Schwere und das Ausmal} der Atherosklerose kann durch die Gabe cholesterin-
oder fettreicher Kost verstirkt und beschleunigt werden (Breslow 1996). Die ApoE™
/LDL™-Doppel-Knockout Miuse zeigen im Verlauf alle Stadien und Schweregrade der
Atherosklerose, die auch beim Menschen nachgewiesen werden konnten (Nakashima et

al. 1994, Seo et al. 1997).

1.6 Bildgebung

Mit der Magnetresonanz-Angiographie (Kato et al. 2010, Fink et al. 2003, Vogt et
al. 2003), der Mehrzeilen-Computertomographie (Achenbach 2003, Ropers et al. 2003,
Achenbach et al. 2003), dem intravaskuldren Ultraschall (IVUS) (Nissen and Yock
2001) und der digitalen Subtraktionsangiographie (Pomposelli 2010, Tang et al. 2010)
stehen zahlreiche bildgebende Untersuchungsverfahren zur Unterstiitzung der
klinischen Diagnostik kardiovaskuldrer Erkrankungen zur Verfiigung. Nach Applikation
eines gadoliniumhaltigen MR-Kontrastmittels kann mit Hilfe der MR-Angiographie
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sowohl den Stenosegrad des Gefilles bestimmt als auch die atherosklerotisch verdnderte
Gefdflwand relativ detailreich dargestellt und auf Vulnerabilitit analysiert werden
(Wasserman 2010). Der Patient ist bei diesem diagnostischen Verfahren keinerlei
Rontgenstrahlung ausgesetzt, muss dafiir aber Untersuchungszeiten von bis zu einer
halben Stunde tolerieren. Die Diagnostik atherosklerotischer Gefédverdnderungen
mittels Mehrzeilen-CT bietet hingegen eine schnelle Moglichkeit das GefdBlumen exakt
zu vermessen und den Stenosegrad beim Vorliegen atherosklerotischer Plaques zu
bestimmen (Kim et al. 2010). Allerdings ist hierbei nur eine sehr eingeschrinkte
Analyse der Plaquekomposition mdglich. Die MR-Angiographie ebenso wie die
Mehrzeilen-CT ermdglichen jedoch eine nicht-invasive Darstellung des GefaBsystems
sowie eine Abschitzung des Stenosegrades in atherosklerotisch verdnderten
Gefédfarealen. Der nicht-invasiven Diagnostik stehen der intravaskludre Ultraschall
sowie die digitale Subtraktionsangiographie als invasive Untersuchungsverfahren
gegeniiber. Bei der Methodik des intravaskuldren Ultraschalls kann ein
zweidimensionales Bild von Plaque und GefdBBwand iiber eine an der Spitze des
Katheters lokalisierten Ultraschallsonde erstellt werden. Mittels IVUS koénnen
angiographisch nicht darstellbare, nicht stenosierende atherosklerotische Plaques identi-
fiziert werden. Dariiber hinaus ist eine Darstellung und Beschreibung der Plaque-
komposition und somit eine Abschitzung des Schweregrades der Erkrankung in ihrer
Gesamtheit moglich (Nissen and Yock 2001). Der intravaskuldre Ultraschall stellt
bisher jedoch noch ein sehr zeit- und kostenintensives Verfahren dar und findet daher
iiberwiegend in der Forschung Anwendung. Trotz der =zahlreichen neuen
Untersuchungsmethoden gilt die digitale Subtraktionsangiographie weiterhin als
Goldstandard in der Diagnostik und Therapie atherosklerotischer GefaBwand-
veranderungen. Aufgrund der mittels digitaler Subtraktionsangiographie erzielten
luminographischen Darstellung des Gefdles, ist dieses Untersuchungsverfahren
lediglich zur Abgrenzung klinisch relevanter, stenosierender Prozesse geeignet. Ein
Angiogramm ohne Auffilligkeiten kann aufgrund der moglichen Prdsenz nicht
stenosierender Prozesse (positives Remodeling) jedoch nicht als Ausschlussverfahren

von atherosklerotischen GefiaBwandverdnderungen dienen (Davies et al. 2004).

Trotz der rasanten, technologischen Entwicklung sind die klinisch eingesetzten
Geréte jedoch nicht in der Lage eine rdumliche Aufldsung <400 um zu erzielen, sodass

weder prd- und postkapillire Blutgefie noch detailreiche Plaquestrukturen (z.B.
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Eisenablagerungen infolge einer Plaquehdmorrhagie) dargestellt werden kdnnen. Zur
Visualisierung und Quantifizierung von Strukturen <200 pm gilt daher die
histologische Untersuchung weiterhin als Goldstandard (Langheinrich et al. 2004a). Die
fiir die lichtmikroskopische Gewebeanalyse notwendige destruktive Prédparation der
Proben erlaubt im Falle der Atherosklerose zwar eine genaue Beschreibung und
Diagnostik der verschiedenen Plaquetypen, allerdings ist der analysierte Gewebeschnitt
infolge der histologischen Aufbereitung aus der Kontinuitdt und Gesamtheit des
Priaparates herausgelost, sodass die Visualisierung der zu quantifizierenden
Gefédflparameter auf Abschnitte weniger Mikrometer beschrinkt bleibt. Zudem ist die
Darstellungsmdglichkeit in der Histologie auf den zweidimensionalen Raum begrenzt

(Langheinrich et al. 2004a).

Im Bereich der biomedizinischen Forschung haben sich daher im letzten Jahrzehnt
die Technologien der Mikro- (LCT) und Nano-Computertomographie (NCT) fiir die ex-
vivo Analyse und Quantifizierung von Gewebeproben etabliert (Jorgensen et al. 1998,
Wan et al. 2000, Langheinrich et al. 2010a, Langheinrich et al. 2010b, Wang et al.
2008).

1.6.1 Mikro- und Nano-Computertomographie

1.6.1.1 Grundlagen der Mikro-Computertomographie

In den frithen achtziger Jahre erfolgte die Entwicklung der ersten Mikro-
Computertomographen. Diese emittierten Rontgenstrahlen aus modifizierten Mikro-
fokusrontgenrohren und verfolgten das Ziel, die Methodik der bildgebenden Verfahren
durch eine sehr hohe und detailreiche Auflésung der Bilder zu verbessern (Elliott and
Dover 1982, Sato et al. 1981). 1989 erarbeitete Feldkamp Rekonstruktionsalgorithmen,
mit Hilfe derer schlieBlich eine Ortsauflosung von 30-50 um isotroper Voxelgrofle
erreicht werden konnte (Feldkamp et al. 1989). Heutige pCT-Geréte sind in der Lage,
Bilder mit einer isotropen Voxelgrofen von 5-10 um zu erstellen (Engelke et al. 1999).
Aufgrund der sich immer weiter entwickelnden Technologien bei Bildaufnahme und -
bearbeitung, Datenspeicherung und Prozessorgeschwindigkeiten bietet die Mikro-
Computertomographie neue Perspektiven im Bereich der Grundlagenforschung, da
Gewebeproben in ihrer Komplexitit und Kontinuitét erstmalig dreidimensional erfasst,
analysiert und quantifiziert werden konnen (Bonse and Busch 1996, Dover et al. 1989,

Haddad et al. 1994).
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Alle pCT-Gerite weisen in ithrem Aufbau eine Strahlenquelle, einen horizontal
verschiebbaren und um seine vertikale Achse rotierenden Probenschlitten sowie eine
CCD-Detektorkamera (Charged-Coupled-Device) auf. Diese ist zur Speicherung und

weiteren Bearbeitung der Datensitze mit einem Computersystem verbunden (Abb. 1.4).

Probe Objektiv

Mikrofokus-
réntgenréhre .

i 7 l[},:“
¢ 1

-
Rotations- Fluoreszierende

bihne Kristallplatte

CCD-Detektor

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung zum Aufbau eines uCT mit Kegelstrahlgeometrie.
Abbildung von E.L. Ritman, Department of Physiology and Biomedical Engineering, Mayo
Clinic, Rochester, MN, USA.

Als Strahlenquelle dienen in der pCT-Technologie Fein- oder Mikrofokus-
rontgenréhren mit Transmissions- oder Reflektionsanoden, die eine Fokusgrofle von 5-
30 um erreichen konnen. Die in den herkdmmlichen pCT-Gerdten genutzten
Rontgenrohren weisen in der Regel einen Strahlengang mit Fécher- bzw.
Kegelstrahlgeometrie auf. Der Anodenstrom der Fein- oder Mikrofokusrontgenrohre
liegt im Allgemeinen zwischen 40 und 100 pA, wihrend die angelegte Spannung Werte
von 10 bis 150 kV erreicht (Engelke et al. 1999).

Anders als in den klinisch genutzten Computertomographen, in denen die
Strahlenquelle um den Patienten rotiert, dreht sich das auf dem Probenschlitten fixierte
Priparat in frei definierbaren Winkelschritten in dem von der feststehenden
Mikrofokusrontgenrdhre emittierten Strahlengang (Engelke et al. 1999, Instruction
Manual SkyScan 1072 1998-2001). Die Verschiebung des Objekts entlang der
horizontalen Achse ermoéglicht die Verdnderung des VergroBerungsmalstabes. Der
maximal erreichbare VergroBerungsfaktor ist allerdings durch die Brennfleckgrof3e

begrenzt, denn um eine moglichst hohe Bildauflésung zu erlangen, miissen ein kleiner
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Fokus mit einer hohen Strahlungsintensitdt kombiniert werden. Wird allerdings die
Fokusgrofle minimiert, hat dies eine Verringerung der Rohrenleistung zur Folge, sodass
die notwendige Strahlungsintensitdt nicht erreicht werden kann (Engelke et al. 1999).
Ebenso stellt die DetektorgdBBe einen limitierenden Faktor bei der Bildvergroferung dar.
Ist das Projektionsbild breiter als der CCD-Detektor selbst, kommt es bei der
Bildberechnung zur Entstehung von Artefakten. Um den genannten Problemen im
Bereich der Bildvergroerung und Bildauflosung entgegen zu treten, werden in der
Bildgebung mit dem pCT kleine Probendurchmesser und wesentlich ldngere Scanzeiten
genutzt, als dies in computertomographischen Untersuchungen in der Klinik der Fall ist

(Tab. 1.2) (Langheinrich et al. 2004a, Engelke et al. 1999).

Die das Objekt durchstrahlten Rontgenquanten treffen auf eine 25 um dicke,
hoch auflosende Szintillatorschicht, bestehend aus Caesiumiodid und Thallium
[CsI(TD)], die einem faseroptischen Sensor (Bildreduktion 3,7:1) aufliegt. Die von der
Szinitillatorschicht registrierten Bildinformationen werden in Form von Lichtsignalen
an eine elektronisch gekiihlte 12-bit CCD-Kamera (max. Matrixgrofe 1024x1024) als
Detektor gesendet (Instruction Manual SkyScan 1072 1998-2001). Die Kiihlung des
Detektors verhindert einen Anstieg des Dunkelstroms bei langen Scanzeiten und
verbessert so das Signal-Rausch-Verhiltnis (Engelke et al. 1999). Die von der CCD-
Kamera registrierten Informationen werden {iiber einen digitalen Frame-Grabber an
Computersysteme zur nachfolgenden Datenver- und -bearbeitung weitergeleitet
(Instruction Manual SkyScan 1072 1998-2001). Mikro-Computertomographen mit
Fécherstrahlgeometrie weisen einen Zeilendetektor auf, wéhrend Gerdte mit
Kegelstrahlgeometrie einen Flichendetektor zur Aufnahme der Bildinformationen

benoétigen (Engelke et al. 1999).

Die auf den Computern gespeicherten Rohdaten (WTS-Dateien) werden mit
Hilfe des Feldkamp-Algorithmus durch Riickprojektionstechnik in axiale, aus isotropen
Voxeln bestehende Einzelschichtbilder umgewandelt (Feldkamp et al. 1984, Instruction
Manual SkyScan 1072 1998-2001). Der daraus resultierende Datensatz dient als
Grundlage fiir die dreidimensionale Rekonstruktion. Bevor jedoch eine serielle
Rekonstruktion der Schnittbilder durchgefiihrt werden kann, miissen die minimalen und
maximalen Grauwerte fiir die Grauwertverteilung in jedem Einzelschichtbild bestimmt

und ggf. optimiert werden. Die Auswertung, Analyse und Quantifizierung der
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Datensitze erfolgt abschlieBend mit Hilfe eines Bildanalyseprogramms, beispielsweise

ANALYZE® 9.0 (Mayo Clinic, Rochester, MN, USA).

Ganzkorper-Spiral-CT pCT

Geometrie Fécherstrahl Fécher- oder Kegelstrahl
Detektor und Rohre rotieren Objekt rotiert

Maximale Ortsauflésung

in der Schicht 0,25-1,00 mm 5-50 um
Schichtdicke 0,50-2,00 mm 5-50 um
Rohre Hochleistungs-CT-Rohre Fein- oder Mikrofokusréhre
Strom 10-500 mA 40-100 pA
Spannung 80-140 kV 10-150 kV
FokusgrofBe 0,7-1,5 mm 5-30 um
Detektor Zeilendetektor Zeilen- oder Fldchendetektor
Objektdurchmesser 5-50 cm <5cm
Matrixgrofle 5122 5123-1024°
Speicherbedarf 0,5 MB/Bild (16bit) 1,5-2,1 MB/Schicht (16-bit)
160 MB/Datensatz 270-2150 MB/Datensatz
Volumenscanzeit 20-40 s (Thorax) Minuten bis Stunden

Tabelle 1.2: Vergleichende Darstellung charakteristischer Parameter aus einem klinisch
angewendeten Ganzkorper-Spiral-CT und einem uCT-Gerdt. Modifiziert nach Engelke K.
Radiologe 1999 (Engelke et al. 1999).

1.6.1.2 Grundlagen der Nano-Computertomographie

Die NCT ist eine erst in den letzten Jahren entwickelte Technologie zur nicht-
destruktiven Darstellung von Prédparaten mit Auflosungen im Submikrometerbereich.
Sie erlaubt eine Mikrostrukturanalyse mit dreidimensionaler Darstellung kleinster
Binnenstrukturen, was zuvor ausschlielich mit Hilfe der sehr kosten- und
zeitintensiven Synchrotrontechnik moglich war (Engelke et al. 1999). Im Jahr 2005
stellte die belgische Firma SkyScan den ersten Nano-Computertomographen vor. Der
Einsatz der NCT-Gerite ist allerdings aufgrund der noch sehr jungen Technologie und
der nur von wenigen Firmen angebotenen Gerite bisher auf wenige Anwender und
Forschungsgebiete begrenzt. Neben der biomedizinischen Forschung (Stolz et al. 2010,
Langheinrich et al. 2010c, Langheinrich et al. 2010a) werden die Nano-Computer-

tomographen bisher nur noch in der Materialwissenschaft (Cnudde et al. 2006) genutzt.
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Der strukturelle Aufbau der NCT-Gerite ist im Wesentlichen dem der Mikro-
Computertomographen vergleichbar. Die im NCT eingesetzte Mikrofokusrontgenrohre
ist eine Strahlenquellen vom offenen Typ, deren Brennfleck mittels eines mehrstufigen
Linsen- und Blendensystems auf wenige Mikrometer konzentriert wird. Der von der
Kathode emittierte Elektronenstrahl wird mit Hilfe einer R6hrenspannung zwischen 20
und 80 kV beschleunigt und trifft auf eine als Target dienende mit Wolfram
beschichtete Berylliumglasplatte. Die von der 5 um dicken Wolframschicht emittierten
Rontgenstrahlen durchlaufen die zwischen Rontgenrohre und Detektor rotierende Probe.
Die Strahlen erreichen mit einer Fokusgrof3e von <400 nm erheblich kleinere Werte, als
die von einer Mikrofokusrontgenrohre in einem pCT emittierten Rontgenstrahlen.
Daher kann mit Hilfe eines NCT-Gerites eine wesentlich hohere Ortsauflosung erreicht
werden, als dies mit einem pCT moglich ist. Die mit der Nano-Computertomographie
darstellbaren Strukturen liegen in einem GroBenbereich von etwa 200 nm (Cnudde et al.

2006, Instruction Manual SkyScan-2011 2005).

Die Umwandlung der Rontgenstrahlen in ein von dem Rontgendetektor (CCD-
Kamera, 1280x1024 Pixel) registrierbares und verwertbares digitales Signal folgt dem
gleichen technischen Aufwand und der gleichen Systematik, wie bereits fiir die Mikro-
Computertomographen im vorhergehenden Abschnitt beschrieben. Mit Hilfe eines
Bildanalyseprogramms, beispielsweise ANALYZE®™ 9.0 (Mayo Clinic, Rochester, MN,
USA), werden die nach der Rekonstruktion erhaltenen Datensdtze quantitativ und

qualitativ ausgewertet und analysiert.

1.6.2 Anwendungsbereiche der Mikro- und Nano-Computertomographie in der

biomedizinischen Forschung

Die Mikro-Computertomographie wurde in den achtziger Jahren zundchst zur
Analyse und Evaluierung von Knochenstrukturen genutzt (Feldkamp et al. 1989, Layton
et al. 1988). Auch heute ist sie weiterhin ein beliebtes Verfahren zur Untersuchung
knocherner Strukturen und wird daher vielfiltig in der Osteoporoseforschung sowie in
anderen die kndcherne Architektur betreffenden Forschungsgebieten eingesetzt
(Engelke et al. 1999, Tamminen et al. 2010). Der erste Ansatz, vaskuldre Strukturen zu
erfassen, wurde 1998 von Joergensen et al unternommen (Jorgensen et al. 1998). Nach
intravaskuldrer Applikation von Kontrastmittel war es moglich, die GefdBarchitektur an

isolierten Organen darzustellen. So konnten erstmals die Vasa vasorum der
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Koronargefille wie auch die Gefdstrukturen von Niere und peripherer Muskulatur in
ihrer Dreidimensionalitdt und Komplexitét erfasst werden. Eine detailierte Analyse der
Koronarien einer Ratte gelangen Wan et al im Jahre 2002 (Wan et al. 2002). Durch
Segmentation und Extraktionsalgorithmen konnten Gefédlverzweigungsmuster
untersucht sowie das Volumen und die Dichte der GefiBe quantifiziert werden.
Zahlreiche Arbeitsgruppen nutzten die Technologie der pCT nachfolgend, um
mikrovaskuldre Struktur-Funktionsbeziehungen an fixierten und mit Kontrastmittel
perfundierten Organen darzustellen und zu analysieren (Bentley et al. 2002, Wilson et
al. 2002, Beighley et al. 1997, Gossl et al. 2003a, Kantor et al. 2000, Lerman and
Ritman 1999).

Aufgrund der noch sehr jungen Entwicklung der Nano-Computertomographie, ist
diese Technologie in der GefdBanalytik bisher wenig etabliert. Studien der
Arbeitsgruppe Langheinrich konnten allerdings zeigen, dass die hohe Ortsauflosung der
NCT-Gerite die Darstellung, Analytik und Quantifizierung kapillidrer GefaBBnetzwerke
im Mikrometerbereich mdglich macht (Langheinrich et al. 2010a, Langheinrich et al.
2010c), sodass die NCT-Technologie eine neue Dimension in der bildgebenden

GefédfBanalytik implementiert.

Zur Abbildung und Untersuchung vaskuldrer Strukturen mittels pCT und NCT ist
im Allgemeinen eine Kontrastverstirkung der sonst sehr homogen und kontrastarm im
umliegenden Gewebeverband maskierten GefdBle notwendig. Fiir Ex-vivo-Angio-
graphien stehen Kontrastmittel mit unterschiedlichen Inhaltsstoffen zur Gefdfdar-
stellung zur Verfligung. Neben einer Suspension aus Bariumsulfat und Gelatine (z.B.
Baritop) kommt in der biomedizinischen Forschung vor allem ein Silikon und Chromat
enthaltendes Kontrastmittelpolymer (z.B. Microfil®) zum Einsatz (Langheinrich et al.
2004b, Langheinrich et al. 2004¢c, Langheinrich et al. 2008, Jorgensen et al. 1998). Es
konnte gezeigt werden, dass Microfil® (Microﬁl® MV-122, Flow Tech, Carver, MA,
USA) einen wesentlich hoheren Anteil der Gefd3e perfundieren und somit kontrastiert
darstellen kann, als dies durch bariumsulfathaltige Kontrastmittel zu erreichen ist
(Langheinrich et al. 2008). Dariiber hinaus eignet sich das Silikon und Chromat
enthaltende Kontrastmittelpolymer nachweislich zur Darstellung von Gefédflen mit
einem Durchmesser <20 pm, sodass mit Hilfe dieses intravaskuldr verbleibenden und

in gummiartiger Konsistenz aushirtenden Kontrastmittels sowie den entsprechenden
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bildgebenden Gerdten auch die Architektur sehr kleiner Gefdl3strukturen erfasst werden

kann (Marxen et al. 2004).

1.7 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Erfassung des zeitlichen und rdumlichen
Verteilungsmusters von Vasa vasorum in fortgeschrittenen atherosklerotischen
Lasionen (kalzifizierte, fibrotische und hamorrhagische Plaques) der aortalen
GefiBwand von ApoE’/LDL”-Doppel-Knockout Miusen mittels hochaufldsender
Nano-Computertomographie. Die dreidimensionale Darstellung und Quantifizierung der
Plaquevaskularisierung sowie die Vermessung aortaler GefdBparameter dient der
vergleichenden Analyse und Erfassung von strukturellen und numerischen Ver-
dnderungen in atherosklerotischen GefdBarealen der Aorta ascendens, des Aortenbogens
sowie der Aorta descendens in 25 und 80 Wochen alten ApoE’/LDL™-Doppel-
Knockout Méusen.
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2 Material und Methoden

Das fiir die Untersuchungen und Messungen bendtigte Material sowie die
histologischen Férbemethoden sind im Anhang unter 10.1 und 10.2 aufgelistet und

ndher beschrieben.

2.1 Das Tiermodell der ApoE”/"/LDL/"-Doppel-Knockout Maus

Das Versuchsvorhaben wurde durch das Regierungsprisidium Gielen am
22.02.2008 genehmigt (Geschéftszeichen: V54-19¢20-15 (1) GI20/9 Nr. 76/2007) und
die Erlaubnis zur Versuchsdurchfiihrung gemidll § 8, Abs. 1 des Deutschen
Tierschutzgesetzes (BGBI1. I, S. 3294, in der Fassung vom 21.12.2006) erteilt. Alle
Tierversuche wurden gemél den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes und
unter Berlicksichtigung der Ausfiihrungshinweise des Hessischen Ministers fiir
Landesentwicklung, Umwelt, Landwirtschaft und Forsten vom 30.09.1974 (StAnz. S.
1940) durchgefiihrt.

Das in dieser Studie untersuchte Tiermodell der ApoE'/'/LDL'/'-Doppel-Knockout
Maus stammt urspriinglich aus der Charles River GmbH in Sulzfeld, Deutschland. Seit
dem Erwerb der ApoE’/LDL"-Doppel-Knockout Miuse durch den Fachbereich
Medizin der Universitédtsklinik in Gieen im Jahr 2002 werden die Tiere in der SPF-
Anlage (Specific Pathogen-Free Facility) des Zentralen Tierstalls der Universitétsklinik
GieBen und Marburg, Standort Gieen gehalten und unter Wahrung der Homozygotie
der Tierlinie geziichtet. Um die Freiheit der Tiere von Infektionen durch Bakterien,
Viren oder Pilze in der SPF-Anlage garantieren zu konnen, wird gemil den
Empfehlungen der FELASA 2001 (Federation of European Laboratory Animal Science
Association) regelméfig eine repridsentative Gruppe der ApoE'/'/LDL'/'-Doppel-
Knockout Méuse in einem spezialisierten, mikrobiologischen Labor (MFD Diagnostics

GmbH, Wendelsheim) untersucht (Michniewicz 2008).

2.1.1 Tierhaltung

In der SPF-Anlage des Zentralen Tierstalls der Universitétsklinik Gieen werden
maximal fiinf Miuse in einem Kifig gehalten. Jeder Kifig wird individuell beliiftet. Die
Umgebungs- und Kéfigtemperatur werden stets kontrolliert und auf Werten von ca.
22,5°C Umgebungstemperatur und 23,0°C Kéfigtemperatur konstant gehalten. Auch die
Luftfeuchtigkeit unterliegt einer stindigen Kontrolle. Der Tag-Nacht-Rhythmus der
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Tiere wird durch Beleuchtung der Anlage mit Kunstlicht (400 Lux) von 6.00 bis 18.00
Uhr auf einen 12-Stunden Rhythmus festgelegt (Michniewicz 2008).

2.1.2 Tierfutter und Erndhrung

Die ApoE’/LDL”-Doppel-Knockout Miuse erhalten unmittelbar nach
Beendigung der Sdugeperiode (ca. fiinf Wochen) ein Basisfutter oder eine atherogene
Didt. Die Wahl des Tierfutters richtet sich nach dem angestrebten Zielalter der
Versuchstiere. Die 25 Wochen alten Miuse erhalten ab der fiinften Lebenswoche eine
streng atherogene Diit. Im Vergleich dazu werden die Tiere mit dem Zielalter von 80

Wochen unmittelbar nach der Sdugeperiode ausschlielich mit Basisfutter gefiittert.

Das Basisfutter (Zuchtfutter 2019 Harlan-Winkelmann) tridgt einen Anteil von
19,64% Rohprotein und 8,35% Rohfett. Der Futtermischung der atherogenen Diit
(Sondermischung C1061) sind im Vergleich zum Basisfutter weitere 10g
Cholesterin/kg Futter und 20 g Natriumcholat/kg Futter zugesetzt. Es beinhaltet daher
17% Rohprotein und 15% Rohfett. Das Basisfutter wie auch die Futtermischung der
atherogenen Diét liegen in Form steriler Pellets vor und werden den entsprechenden

Tieren zusammen mit Wasser ad libitum gefiittert (Michniewicz 2008).

2.1.3 Studiendesign und Versuchsdurchfiihrung

In die Studie zur quantitativen Analyse des =zeitlichen und rdumlichen
Verteilungsmusters von Vasa Vasorum in Aorten von ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout
Maiusen werden insgesamt elf ménnliche Tiere eingeschlossen. Zum Todeszeitpunkt
sind vier Méuse 25 und sieben Tiere 80 Wochen alt. Entsprechend ihres Alters werden
die ApoE”/LDL”-Doppel-Knockout Miuse fiir die quantitative Analyse in zwei

unterschiedliche Gruppen aufgeteilt:
o Gruppe 1: 25 Wochen alte Tiere
o Gruppe 2: 80 Wochen alte Tiere

Nach 25 bzw. 80 Wochen werden die Tiere durch die Inhalation einer letalen Dosis
Isofluran getdtet und anschlieBend fiir die Kontrastmittelperfusion und Gefa3entnahme
prapariert. Nach der GefdBBentnahme werden die elf Aorten fiir den Scanvorgang im
NCT in insgesamt 26 Segmente unterteilt (n = 15 in der 25 Wochen-Gruppe, n = 11 in
der 80 Wochen-Gruppe). Vier Segmente (n = 3 in der 25 Wochen-Gruppe, n = 1 in der

80 Wochen-Gruppe) stammen aus der Aorta ascendens, sechs Segmente (n = 4 in der 25
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Wochen-Gruppe, n = 2 in der 80 Wochen-Gruppe) aus dem Aortenbogen und 16
Segmente (n = 8§ in der 25 Wochen-Gruppe, n = 8 in der 80 Wochen-Gruppe) aus der

deszendierenden Aorta.

2.2 Kontrastierung des vaskuldaren Stromgebietes

Zur Darstellung des vaskuldren Stromgebietes der ApoE'/'/LDL'/'-Doppel-
Knockout Maus wird eine ex-vivo Angiographie durchgefiihrt.

Die Miduse im Alter von 25 und 80 Wochen werden mit einer letalen Dosis
inhalativen Isoflurans préfinal narkotisiert. Thorax und Abdomen werden erdéffnet und
der linke Ventrikel mit einer Kaniile unter Sicht punktiert. Um eine sichere Lage der
Nadel in der linken Herzkammer zu gewéhrleisten und um einen Riickfluss der iiber die
Kaniile infundierten Fliissigkeiten zu verhindern, wird die Nadel im Bereich der
Einstichstelle mit Sekundenkleber am Ventrikelmyokard fixiert. Durch die sich
anschlieBende Schnitter6ffnung der Vena cava inferior wird ein Abfluss des iiber die

Kaniile applizierten Volumens ermdéglicht.

Das gesamte Gefdanetzwerk der Maus wird mit herparinisierter Kochsalzlosung
(10 ml 0,9%-NaCl mit 1000 IU Heparin) gespiilt, bis sich auch das vendse Stromgebiet
makroskopisch als blutleer darstellt. Uber die linksventrikulir liegende Kaniile wird ein
Silikon und Chromat enthaltendes, gelbes Kontrastmittel (Microﬁl® MV-122, Flow
Tech, Carver, MA, USA) mit einem Druck von 100 mmHg infundiert. Dabei muss auf
eine homogene und vollstindige Perfusion ohne Fiillungsdefekte durch Luft oder
Blutreste geachtet werden (Michniewicz 2008). Der Erfolg der Perfusion kann durch die
Fiillung der oberflichlich liegenden, sichtbaren Gefdle mit dem gelben Polymer bzw.
durch die sich im Verlauf gelb anfarbenden Organe beurteilt werden. Nach 20 Minuten
ist das Kontrastmittel in den Arterien und Venen zu einer gummidhnlichen Substanz

polymerisiert, sodass das GefaBnetzwerk in seiner Form fixiert ist (Michniewicz 2008).

2.3 Praparation, Organ- und GefaBentnahme

Nach der Aushdrtung des Kontrastmittels in den Gefiden werden das Herz-
Lungen-Paket mit Aorta thoracalis und Aorta abdominalis sowie Leber, Milz, Pankreas,
Nieren, Darm und Harnblase unter dem Mikroskop freiprapariert und entnommen. Es
muss darauf geachtet werden, dass die auf die Proben einwirkenden Zug- und

Scherkréfte bei der Priparation und der Organentnahme moglichst gering gehalten
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werden, um die Integritdt des Kontrastmittels mit den GefaBwianden nicht zu zerstéren

(Michniewicz 2008).

Alle Organe werden unmittelbar nach Entnahme in 4%iger Formalinlosung fixiert

und so fiir die nachfolgenden Untersuchungen aufbewahrt.

2.4 Bildgebung

Zunichst werden Herz und thorakale Aorta en-bloc im Mikro-
Computertomographen (Mikro-CT 1072) der Firma SkyScan® (Kontich, Belgien) am
Universititsklinikum in Gieen, Deutschland gescannt. Anhand der dreidimensionalen
Datensitze wird ein Uberblick iiber die murine Anatomie der kardialen und aortalen

Strukturen sowie liber die Homogenitit der Kontrastmittelperfusion gewonnen.

Die aortalen GefdBproben der ApoE’/LDL™-Doppel-Knockout-Méuse werden
zur weiteren detaillierten Darstellung und quantitativen Analyse zusétzlich im Nano-

®

Computertomographen (Nano-CT 2011, Firma SkyScan, Kontich, Belgien) am

Universititsklinikum in Giefen, Deutschland untersucht.

Fir die Bildgebung im pCT und NCT werden die Aorta ascendens, der
Aortenbogen sowie die Aorta descendens in 10 mm grofle Segmente unterteilt und zum

Schutz vor Austrocknung in Parafilm®-Folie verpackt.

2.4.1 Mikro-Computertomograph_1072 der Firma SkyScan®

Die in Parafilm®-Folie verpackten Priparate werden fiir den Scanvorgang im uCT
auf dem zwischen der Mikrofokusstrahlenquelle und der hochauflésenden CCD-
Kamera positionierten, drehbaren und in horizontaler Achse verschiebbaren
Probenschlitten fixiert. Wahrend des Scanvorgangs mit einer R6hrenspannung von 80
kVp rotiert der Probentriger in Winkelschritten von 0,45° um insgesamt 180° seiner
vertikalen Achse. Die Belichtungszeit pro Rotationsschritt betrdgt 2,4 s. Die
Rekonstruktion der Datensitze erfolgt mit einem modifizierten Feldkamp-
Flachenstrahl-Algorithmus, sodass zur Auswertung dreidimensionale
Volumendatensitze mit einer 8-bit Grauwertverteilung bei einer isotropen Voxelgrofle

von 14 um Kantenldnge zur Verfligung stehen.

Der Aufbau des Mikro-Computertomographen (Mikro-CT 1072) der Firma
SkyScan®  (Kontich, Belgien) beinhaltet eine Mikrofokusrontgenrdhre —mit

Fécherstrahlgeometrie, einen dreh- und verschiebbaren Probenschlitten, eine CCD-
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Detektorkamera sowie einen Computer zur Systemkontrolle und dreidimensionalen
Rekonstruktion der initial zweidimensionalen Projektionsbilder (fiir die schematische
Darstellung eines Mikro-Computertomographen, sieche Abb. 1.4) (Instruction Manual
SkyScan 1072 1998-2001).

Die Mikrofokusrontgenrohre kann in einem Spannungsbereich von 20 bis 150
kVp, mit einer entsprechenden Stromstirke bis zu 100 pA betrieben werden. Die
FokusgroBe erreicht Werte von 5 bis 30 pm. Aufgrund der verdnderbaren Position des
zu scannenden Objektes in der Lingsachse zwischen Strahlenquelle und Detektor, ist
der VergroBerungsmaBstab von Objekt zu Projektionsbild variabel. Die mit dem pCT
maximal erreichbare rdumliche Auflosung der Projektionsbilder ist allerdings aufgrund
der Rohrenleistung sowie aufgrund der Fokusgrof3e begrenzt (Engelke et al. 1999) und
liegt bei 5 um. Der Bilddetektor besteht aus einer gekiihlten 12-bit-CCD-Kamera
(Matrix 1024x1024 Pixel), die mit einer 25 pm durchmessenden Szintillatorschicht und
einem faseroptischen Sensor verbunden ist (Instruction Manual SkyScan 1072 1998-
2001). Die mit der CCD-Kamera erfassten digitalen Datensdtze werden mit einem
modifizierten Feldkamp-Flichenstrahl-Algorithmus rekonstruiert und stehen dann zur

quantitativen Auswertung zur Verfiigung.

2.4.2 Nano-Computertomograph_2011 der Firma SkyScan®

Die Funktionseinheit des Nano-Computertomographen ist in einem Gehiuse
integriert, das extern mit einem Druckluftkompressor, einer Vakuumpumpe und einem
Computer zur Systemkontrolle und dreidimensionalen Rekonstruktion der Datensétze

verbunden ist (Instruction Manual SkyScan-2011 2005).

In das Gehduse integriert sind eine Strahlenquelle in Form einer
Mikrofokusrontgenrdhre, ein Probenschlitten sowie eine hoch auflésende CCD-Kamera
als Rontgendetektor. Bei der Mikrofokusrontgenrohre handelt es sich um ein
evakuiertes System, in das eine LaBs-Kathode eingearbeitet ist. Der von der Kathode
freigesetzte FElektronenstrahl wird mittels zweier, der Elektronenquelle nachge-
schalteter, elektromagnetischer Linsen gebiindelt und auf die Oberfliche der Anode
fokussiert. Das Target besteht aus einer Berylliumglasplatte mit einer diinnen
Wolframbeschichtung. Die nach dem Auftreffen der Elektronen vom Target emittierte
Rontgenstrahlung erreicht eine FokusgroBe von < 400 nm. Die Rontgenstrahlen in

Fécherstrahlgeometrie durchwandern die Probe, die sich auf einer luftgelagerten
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Rotationsbithne zwischen der Mikrofokusrontgenrdhre und dem Rontgendetektor in
Winkelschritten von minimal 0,1° um maximal 360° ihrer vertikalen Achse dreht. Die
VergroBerung des Objektes ist durch dessen Position zwischen Strahlenquelle und
Bilddetektor bedingt. Der VergroBerungsmalistab von Objekt zu Projektionsbild ist
maximal, wenn die Probe nahe der Strahlenquelle positioniert ist. Der gekiihlte
Bilddetektor besteht aus einer Szintillatorschicht, einem Bildverstirker sowie einer
digitalen, hochauflosenden 12-bit CCD-Kamera (Matrix 1280 x 1024 Pixel). Diese
Komponenten sind durch eine 3,7:1 Faseroptik miteinander verbunden (Instruction

Manual SkyScan-2011 2005).

Die 10 mm messenden Proben von Aorta ascendens, Aortenbogen und Aorta
descendens werden, in Parafilm®-Folie verpackt, auf dem Probenschlitten des NCT-
Gerdtes fixiert. Wahrend des Scanvorgangs mit einer Rohrenspannung von 40 kVp
werden die einzelnen aortalen Segmente in Rotationsschritten von 0,5° um insgesamt
180° ihrer vertikalen Achse gedreht. Die Belichtungszeit pro Rotationsschritt betrigt 2,4
s. Nach der Rekonstruktion der Datensdtze mit einem modifizierten Feldkamp-
Flachenstrahl-Algorithmus stehen zur weiteren Auswertung dreidimensionale
Volumendatensitze mit einer 8-bit Grauwertverteilung und einer isotropen VoxelgrofBe

von 1,2 pm bzw. 390 nm Kantenldnge zur Verfiigung.

2.5 Quantitative Analyse

Alle Messungen werden mit Hilfe des ANALYZE® 9.0 Software Programms
(Mayo Clinic, Rochester, MN, USA) durchgefiihrt. Zur Messung und Berechnung der
Daten werden Transversalschnitte von vier 25 und sieben 80 Wochen alten ApoE™
/LDL™-Doppel-Knockout Miusen aus jeweils unterschiedlichen aortalen Segmenten
(Aorta acendens, Aortenbogen, Aorta descendens) und mit unterschiedlichen
atherosklerotischen Plaquetypen (fibrotische, hdimorrhagische und kalzifizierte Plaques)
untersucht. Die gemessenen und berechneten Daten sind als Wert pro Transversalschnitt

angegeben.

2.5.1 Auszdhlung und Planimetrierung der adventitiellen Vasa Vasorum im

aortalen Stromgebiet

Als adventitielle VV werden jene arteriellen und vendsen Gefdlle gezihlt, die

einen unmittelbaren Kontakt zur peripheren Begrenzung der Media aufweisen. Auch
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Gefile, die wenige mm weiter peripher gelegen sind, die aber in ihrem Verlauf sichtbar
diesen unmittelbaren Kontakt zur Media/Adventitia-Grenze herstellen, werden bei der
Auszdhlung und Planimetrierung beriicksichtigt. Die VV, die im Plaquegewebe
verlaufen, werden nicht quantifiziert. Auch Gefdflabgénge aus dem aortalen Lumen, die
als eigenstindig verlaufendes Gefdl3 identifiziert werden konnen und offensichtlich zur
Versorgung des weiter peripher liegenden paraaortalen Gewebes dienen, werden nicht

gezdhlt oder planimetriert.

In aortalen Segmenten (n = 15 in der 25 Wochen-Gruppe, respektive n = 11 in der
80 Wochen-Gruppe) mit fibrotischen, himorrhagischen bzw. kalzifizierten Plaques wird
in jedem zehnten transversalen Schnitt die Anzahl der VV mittels Auszdhlung ermittelt.
Gleichzeitig wird vermerkt, welcher Abschnitt des aortalen Stromgebiets (Aorta
ascendens, Aortenbogen, Aorta descendens) quantifiziert und ausgemessen wurde. Zur
Bestimmung der Gesamtfliche der VV pro Transversalschnitt wird jedes als
adventitielles VV definierte Gefdl planimetriert. Die pro Schnitt gemessenen
Einzelwerte werden zur Gesamtfliche pro Transversalschnitt summiert und in der

Einheit mm? angegeben.

Insgesamt wird in 456 Schnitten mit fibrotischen (n = 274 in der 25 Wochen-
Gruppe, n = 182 in der 80 Wochen-Gruppe), 200 mit kalzifizierten (n = 28 in der 25
Wochen-Gruppe, n = 172 in der 80 Wochen-Gruppe) und 345 mit hamorrhagischen
Plaques (ausschlieBlich 80 Wochen-Gruppe) die Anzahl der VV bestimmt. 390 Schnitte
mit fibrotischen (n = 274 in der 25 Wochen-Gruppe, n = 116 in der 80 Wochen-
Gruppe), 161 mit kalzifizierten (n = 28 in der 25 Wochen-Gruppe, n = 133 in der 80
Wochen-Gruppe) und 171 mit hdmorrhagischen Plaques (ausschlieBlich 80 Wochen-

Gruppe) werden planimetriert.

2.5.2 Messung des aortalen Gesamtdurchmessers

Die sich durch unterschiedliche Grauwerte vom periaortalen Gewebe abhebende
aortale GefdBwand kennzeichnet die Begrenzung des Gefilles. Dieser Grenzbereich
stellt den Ausgangspunkt fiir die Messung des aortalen Gesamtdurchmessers (Einheit in

mm) dar.

Pro Transversalschnitt (n = 401 in der 25 Wochen-Gruppe, n = 420 in der 80
Wochen-Gruppe) werden zwei Werte fiir den aortalen Gesamtdurchmesser ermittelt, die

in ihrem Verlauf senkrecht zueinander stehen. Aus den beiden durch die Messung
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erhaltenen Werten wird der arithmetische Mittelwert berechnet, sodass zur weiteren
Auswertung und Analyse ein gemittelter Wert pro Transversalschnitt fiir den aortalen

Gesamtdurchmesser vorliegt.

2.5.3 Messung des aortalen luminalen Durchmessers

Das aortale Lumen, das aufgrund der unter 2.2 beschriebenen Perfusion mit
rontgendichtem Kontrastmittel gefiillt ist, hebt sich in seinen Grauwerten vom Gewebe
der aortalen GefdBBwand ab, sodass die Messung des aortalen luminalen Durchmessers

(Einheit in mm) moglich wird.

Bei der Messung des aortalen luminalen Durchmessers wird verfahren, wie unter
2.5.2 zur Messung des aortalen Gesamtdurchmessers beschrieben. Insgesamt wird der
aortale luminale Durchmesser in 821 transversalen Schnitten gemessen (n = 401 in der

25 Wochen-Gruppe, n =420 in der 80 Wochen-Gruppe).

2.5.4 Planimetrierung der aortalen luminalen Oberfldche

Die sich von der umliegenden aortalen GefiBBwand durch unterschiedliche
Grauwerte abhebende aortale luminale Oberfldche wird in 821 Transversalschnitten (n
=401 in der 25 Wochen-Gruppe, n = 420 in der 80 Wochen-Gruppe) planimetriert. Die

Messwerte sind in der Einheit mm? angegeben.

2.5.5 Berechnung der Plaqueoberfldche

Als Ausgangswerte zur Berechnung der Plaqueoberfliche werden die aortale

Gesamtoberfldche sowie die aortale luminale Oberfliche benotigt.
Die aortale Gesamtoberfliche wird mittels der Kreisflachenformel berechnet:
A=n- (2’

Als Durchmesser d liegen die arithmetisch gemittelten Werte des aortalen
Gesamtdurchmessers vor (s. 2.5.2). Die Werte zur aortalen luminalen Oberflache

werden, wie unter 2.5.4 beschrieben, ermittelt.

Zur Berechnung der Plaqueoberfliche wird die Differenz aus der aortalen
Gesamtoberfldche und der aortalen luminalen Oberflache gebildet. Die Werte werden in

der Einheit mm” angegeben.
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2.5.6 Berechnung des GefédBwand/Lumen Quotienten

Zur Berechnung des Gefilwand/Lumen Quotienten pro Transversalschnitt,
werden als Ausgangswerte die durchschnittliche Dicke der GefaBwand sowie der aortale

luminale Durchmesser benoétigt.

Um Angaben zur durchschnittlichen Dicke der Gefilwand machen zu konnen,
wird zundchst die Differenz des arithmetischen Mittelwerts des aortalen
Gesamtdurchmessers (s. 2.5.2) und des arithmetischen Mittelwerts des aortalen
luminalen Durchmessers (s. 2.5.3) gebildet. Der mittels dieser Rechnung erhaltene Wert
beschreibt die Summe der GefaBwanddicke beidseits des aortalen Lumens. Um die auf
eine Seite begrenzte durchschnittliche GefaBwanddicke, und damit den bendtigten Wert,

zu erhalten, miissen die mittels Differenzbildung erhaltenen Werte halbiert werden:

Gefafswanddicke = (arithmetischer Mittelwert des aortalen Gesamtdurchmessers -

arithmetischer Mittelwert des aortalen luminalen Durchmessers) - %

Der zur Berechnung des GefaBwand/Lumen Quotienten weiterhin benodtigte Wert
des aortalen luminalen Durchmessers liegt in Form des arithmetischen Mittelwerts aus

der Messung unter 2.5.3 bereits vor.

Durch Division der Werte der durchschnittlichen Dicke der GefdBwand und der
Werte des aortalen luminalen Durchmessers, erhdlt man den Gefialwand/Lumen

Quotienten.

2.6 Histologie

Um die Befunde aus pCT und NCT zu verifizieren, werden alle gescannten
Proben histologisch aufgearbeitet, sodass ein Vergleich der Ergebnisse aus den non-
destruktiven, bildgebenden Verfahren mit dem Goldstandard Histologie erfolgen kann.
Die Vorbereitung, Durchfiihrung und Befundung der histologischen Schnitte erfolgt am
Institut fiir Pathologie des Universitétsklinikums Gieen. Alle Praparate werden fiir die
weitere Auswertung mit Hilfe der an ein Lichtmikroskop (Axioskop Zeiss, Germany)

angeschlossenen JVC Digital Camera (KY-F75U) digitalisiert.

2.6.1 Vorbereitung des Gewebes fiir die histologische Aufarbeitung

Nach Abschluss des Scanvorgangs in pCT und NCT sowie nach Erhebung und

Auswertung aller zu untersuchender Parameter werden die 10 mm grofen aortalen
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Proben zur Vorbereitung fiir die histologische Aufarbeitung in Paraffinwachs
eingebettet. Die Notwendigkeit der Paraffineinbettung resultiert aus dem Bestreben, die
Architektur und Integritit der Gewebeproben wéhrend der Anfertigung der
histologischen Schnitte nicht zu zerstoren. Zur Vorbereitung fiir die Paraffineinbettung
werden die Priparate zuniichst in Einbettkassetten in 4,5% Formalin gelagert. Uber
Nacht werden die Gewebeproben maschinell mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwidssert und in Xylol fixiert, um anschlieBend in erhitztem und somit fliissigem
Paraffinwachs eingebettet zu werden. Nach Abkiihlung des Paraffinwachses auf
Raumtemperatur und kurzer Aushirtungszeit konnen aus den Gewebeproben die

histologischen Schnittpriparate angefertigt werden (Michniewicz 2008).

2.6.2 Anfertigen histologischer Préparate

Mit Hilfe eines kreuzrollengefiihrten Schlittenmikrotoms werden aus den unter
2.6.1 beschriebenen Paraffinblocken 6 um dicke Stufen- und Serienschnittpraparate
angefertigt. Die paraffinfixierten Schnitte werden im 36-38°C warmen Wasserbad
geglittet und anschlieBend auf einen Objekttriger aus Glas aufgebracht. Um die
Haftung der Schnitte auf dem Objektriger zu verbessern, werden die Priparate {iber
Nacht in einem auf 37°C temperierten Wéarmeschrank inkubiert. Danach werden die
Schnitte fiir zehn Minuten mit Xylol entfettet und fiir zwei Minuten in absteigender
Alkoholreihe gewdssert. Die Gewebeproben konnen nun gefirbt und anschlieBend

luftdicht auf dem Objekttrager abgedeckt werden (Michniewicz 2008).

2.6.3 Farben der histologischen Schnitte

Zur Beurteilung von Anzahl und Ausmal} der atherosklerotischen Lésionen im
aortalen Stromgebiet, werden Segmente aus Aorta ascendens, Aortenbogen sowie Aorta
descendens mit Haematoxylin-Eosin (HE) als gebrduchliche Routinefdrbung geférbt.
Zusiétzlich zur Haematoxylin-Eosin-Férbung werden eine Elastika-Farbung nach
Weigert sowie eine Goldner’s-Masson-Trichrome-Férbung der entsprechenden aortalen
Segmente durchgefiihrt. Durch spezifisches Anfiarben von Kollagenfasern, elastischen
Fasern und glatten Muskelzellen erlauben diese Firbemethoden eine genaue
Identifizierung der Media/Adventitia-Grenze sowie des perivaskuldren Bindegewebes.
Die aortalen Segmente, die in der pCT und NCT kalkhaltige atherosklerotische Plaques
aufweisen, werden mit einer Silbernitratldsung nach der Methode von von Kossa

gefarbt. Ergénzt wird die von Kossa-Farbung mit einer Kernechtrot Gegenfarbung. Mit

29



Hilfe dieser Farbemethoden gelingt es, Calcium und Calciumsalze darzustellen und
kalkhaltiges =~ Gewebe  lichtmikroskopisch ~ zu  untersuchen. Um  die
Intraplaquehdmorrhagie einer atherosklerotischen Lidsion aufzuzeigen, werden
entsprechende, mittels der NCT identifizierte, aortale Gewebeproben mit einer
Berliner-Blau-Farbung gefirbt und zusatzlich mit einer 3,3"-Diaminobenzidine (DAB)-
Intensivierung behandelt. Diese Fiarbemethode dient dem Nachweis von Eisen und

erlaubt so die Diagnose einer Einblutung in eine atherosklerotische Plaque.

Firbung Darstellung und Farbreaktion Gewebeproben
Haematoxylin-Eosin- Zellkerne: blau Segmente aus Aorta

. ascendens, Aortenbogen
Farbung Zytoplasma: rot

und Aorta descendens

. . t Aorta
Haematoxylin-Eosin- Segmente aus Ao

. 2 Elastische Fasern: violett/schwarz ascendens, Aortenbogen
Elastika-Farbung
und Aorta descendens
Goldner’s-Masson- Zellkerne: s‘chwarz Segmente aus Aorta
Trichrome-Fiirbung Zytoplasma: rot ascendens, Aortenbogen,
Kollagenfasern: griin Aorta descendens
von Kossa-Firbung mit ﬁ;?;ﬁ;:ﬁi;ﬂeme mit
Kernechtrot- Kalziumhaltige Matrix: braunschwarz .
. atherosklerotischen
Gegenfirbung
Plaques
Berliner-Blau-Firbung Aprtale Segmente mit
mit DAB- Zellkerne: rot eingebluteten
.. Hamosiderin/Fe*": blau atherosklerotischen
Intensivierung
Plaques

Tabelle 2.1: Firbemethoden in der Ubersicht. Modifiziert nach Michniewicz A (Michniewicz
2008).

Die einzelnen Arbeitsschritte sowie die fiir die Farbungen der histologischen

Schnitte bendtigten Materialen sind im Anhang unter 10.2 detailliert aufgelistet.

2.7 Korrelation der Schnittbilder aus Nano-Computertomographie

und Histologie

Die mit Hilfe der an ein Lichtmikroskop (Axioskop Zeiss, Germany) ange-
schlossenen JVC Digital Camera (KY-F75U) digitalisierten histologischen Priparate
werden mit entsprechenden Einzelschnittbildern aus der NCT korreliert. Zu diesem
Zweck werden in den Datensidtzen der NCT-Scans die Areale identifiziert, die eine
Ubereinstimmung mit den histologischen Schnittpriiparaten aufweisen. Als

Leitstrukturen dienen hierbei Form und Durchmesser von Aorta und atherosklerotischer
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Plaque sowie die Position und Verteilung der begleitenden arteriellen und vendsen
GeféaBstrukturen im periaortalen Bindegewebe. Aufgrund der unterschiedlichen Dicke
der histologischen (6 um) und computertomographischen (1,2 um, 390 nm)
Schnittbilder wie auch aufgrund der durch das Zuschneiden des Gewebes entstandenen
Distorsionen im histologischen Préparat, konnen in der Regel keine exakt, sondern nur
anndhernd korrelierende Bilder gefunden werden. Eine beispielhafte Bilderserie zur
Korrelation der Schnittbilder aus NCT und Histologie zeigt die nachfolgende
Abbildung.

A

Abbildung 2.1: Beispielhafte Bilderserie zur Korrelation der Schnittbilder aus NCT und
Histologie. Die Abbildung zeigt ein axiales Einzelschnittbild aus einem NCT-Datensatz (1,2 um
Voxelgrofsie)(4) sowie den korrespondierenden histologischen Schnitt (HE-Fdrbung,
Vergroferung x2,5) (B). Zur Verdeutlichung der Korrespondenz der Schnittbilder aus NCT und
Histologie sind die Einzelbilder aus A und B iibereinander gelegt (C).

2.8 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der durch Auszdhlungen und Messungen ermittelten
Daten wird mit dem Analyseprogramm JMP 6.0 (SAS, CA, USA) durchgefiihrt. Alle
Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung (MW + SEM) angegeben.

Zur Ermittlung der statistischen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
wird der einfaktorielle Varianzanalysetest (One-way ANOVA) eingesetzt. Bei dem
Vergleich mehrerer Gruppen kommt zusdtzlich der Tukey-Kramer Gegentest mit
Fehlerkorrektur zur Anwendung. Die Berechnung des Signifikanzniveaus der einzelnen
Gruppen wird mit Hilfe des unpaaren Student t-Tests durchgefiihrt (Michniewicz 2008).
Die statistische Wahrscheinlichkeit mit p <0,05 wird in allen Berechnungen als

signifikant gewertet (Michniewicz 2008).
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3 Ergebnisse

Alle Ergebnisse der statistischen Auswertung sind in Tabelle 3.1 zusammen-

gefasst.
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3.1 Veranderungen des aortalen Stromgebietes im zeitlichen Verlauf

Die vergleichende Untersuchung der ApoE”/LDL”-Doppel-Knockout Mause im
Alter von 25 und 80 Wochen zeigte ausgeprigte Verdnderungen in den Bereichen
Plaquecharakteristik, transmurales Verteilungsmuster der Vasa Vasorum und Flache des

aortalen Lumens.

3.1.1 Plaguecharakteristik

Die Auswertung und Analyse der Messergebnissse zeigte einen signifikanten
Anstieg der Plaquefliche im zeitlichen Verlauf. So wiesen die 25 Wochen alten ApoE™
/LDL™”-Doppel-Knockout Miuse im gesamten aortalen Stromgebiet eine signifikant
kleinere Plaquefliche auf, als die 80 Wochen alten Tiere (Abb. 3.1 und 3.5).
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Abbildung 3.1: Signifikante Zunahme der Plaquefldiche im zeitlichen Verlauf. In den axialen
Einzelschnittbildern der Aorta descendens aus den uCT-Datensdtzen einer 25 Wochen (A) und
einer 80 Wochen (B) alten ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout Maus ist die Grenze zwischen
Tunica Media und Tunica Adventitia mit einem grauen Kreis markiert. Die Abbildungen C und
D zeigen die mit den uCT-Bildern korrespondierenden histologischen Schnitte der 25 (C) und
80 Wochen (D) alten Tiere (Elastika- und HE-Fdrbung, Vergrofferung x2,5). Eine
Vergrofierung der atherosklerotischen Plaque im zeitlichen Verlauf ist deutlich erkennbar.

Sowohl die 25 als auch die 80 Wochen alten ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout
Maiuse wiesen in der Aorta ascendens und im Aortenbogen atherosklerotische Lisionen
mit laminaren Kalkspangen auf. Diese konnten mit Hilfe der uCT und NCT dargestellt
werden (Abb. 3.2 A-D). Die histologische Aufarbeitung der entsprechenden aortalen
Segmente zeigte, dass die Kalkablagerungen in der atherosklerotischen Plaque
vorwiegend an der Grenze zwischen Tunica Media und Tunica Adventitia lokalisiert
sind. Mit Hilfe der von Kossa-Fiarbung war es moglich innerhalb der Matrix aus

Calciumhydroxid Chondrozyten-dhnliche Zellen zu identifizieren. Diese Zellen stellten

sich in der Bildgebung mit dem NCT als hypodense Areale dar (Abb. 3.2 E, F).
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Abbildung 3.2: Atherosklerotische Ldsionen mit laminaren Kalkspangen in der Aorta
ascendens und im Aortenbogen. Die Maximum-Intensitdts-Projektionen (MIP) aus den uCT-
Datensiitzen einer 25 Wochen (A) und einer 80 Wochen (B) alten ApoE’/LDL"-Doppel-
Knockout Maus veranschaulichen die homogene Kontrastmittelperfusion des Herzens sowie der
gesamten thorakalen Aorta. Bereits in den Ubersichtsbildern kénnen die laminaren Kalk-
spangen identifiziert werden (Abb. 3.2 B, schwarze Pfeile). Die koronaren Einzelschnittbilder
aus dem NCT (1,2 um Voxel Grofle) zeigen kalzifizierte atherosklerotische Ldsionen im
Aortenbogen eines 25 Wochen (C) und eines 80 Wochen (D) alten Tieres (Abb. 3.2 C, D,
schwarze Pfeile). Die mittels Bildgebung im NCT (390 nm Voxel Grifle) (E) identifizierte
kalzifizierte Matrix mit Chondrozyten-dhnlichen Zellen konnte histologisch (von Kossa-
Firbung, Vergrofierung x20) (F) verifiziert werden.
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In der Aorta descendens konnten mittels Bildgebung im NCT zahlreiche
hyperdense Punkte in fibrotischen Lésionen nachgewiesen werden (Abb. 3.3 A, B).
Diese wurden histologisch als Eisenablagerungen nach Intraplaquehdmorrhagie

identifiziert (Abb. 3.3 C, D). AusschlieBlich die 80 Wochen alten ApoE’/LDL™-

Doppel-Knockout Miuse zeigten diese fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasionen.

Abbildung 3.3: Eisenablagerungen in der atherosklerotischen Plaque der Aorta descendens
einer 80 Wochen alten ApoE™/LDL"-Doppel-Knockout Maus. Sowohl in der MIP (4) als auch
im axialen Einzelschnittbild (B) eines NCT Datensatzes zeigen sich Eisenablagerungen als
rontgendichte Punkte in der atherosklerotischen Plaque (Abb. 3.3 A, B, rote Pfeile). Die
histologische Aufarbeitung der entsprechenden aortalen Segmente (C, D) verifiziert die
Ergebnisse aus dem NCT (Berliner-Blau-Fdirbung, Vergroferung x2,5 und x10). Die
Eisenablagerungen im atherosklerotischen Plaque stellen sich in der Histologie als blaue
Punkte dar (Abb. 3.3 D, schwarze Pfeile). Der im NCT-Einzelschnittbild mit einem grauen
Rechteck markierte Bereich der atherosklerotisch verdickten Gefdfiwand (B) spiegelt sich
histologisch als segmentaler Ausschnitt der Aortenwand in Abbildung 3.3 D wider.

37



3.1.2 Transmurales Verteilungsmuster der Vasa vasorum

Die Anzahl der VV wie auch die Gesamtfliche der VV (mm?) pro axialem NCT-
Schnittbild zeigte einen signifikanten Anstieg im zeitlichen Verlauf (Abb. 3.4). Im Alter
von 25 Wochen wiesen die ApoE”/LDL”-Doppel-Knockout Miuse signifikant weniger
VV auf, als die 80 Wochen alten Tiere (3,800 + 2,337 vs. 5,506 + 3,126, p <0,0001).
Vergleichbare Ergebnisse lieferte die statistische Auswertung bei der Gesamtfldche der
VV (mm?) pro Einzelschnittbild (0,008 = 0,0077 mm? vs. 0,016 £ 0,001 mm? p <
0,0001) (Abb. 3.5).

A

Abbildung 3.4: Zunahme der VV im zeitlichen Verlauf. Die dreidimensionale Oberflichen-
rekonstruktion der Aorta mit ihren begleitenden Gefdfstrukturen verdeutlicht die signifikante
Zunahme der VV von den 25 (A) zu den 80 (B) Wochen alten Mdusen.

Wihrend fiir die Anzahl sowie die Gesamtfliche der VV (mm?) pro axialem
NCT-Schnittbild in der Aorta ascendens und im Aortenbogen im zeitlichen Verlauf ein
signifikanter Riickgang zu verzeichnen war, stiegen sowohl die Anzahl als auch die
Gesamtfliche der VV in der Aorta descendens von den 25 zu den 80 Wochen alten
Tieren signifkant an (Abb. 3.5). Im Gegensatz dazu zeigte die Plaquefliche (mm?) pro
axialem Einzelschnittbild von den 25 zu den 80 Wochen alten Mausen im gesamtem

Verlauf der Aorta einen kontinuierlichen, signifikanten Anstieg (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Ergebnisse der statistischen Auswertung zu Plaquefliche (mm?) und
Gesamtfliche der VV (mm?) pro axialem NCT-Schnittbild in der Ubersicht.

Die statistische Auswertung der Messwerte verdeutlichte, dass die Anzahl und
Gesamtflache der VV nicht mit der Plaqueflache (Abb. 3.5) oder der aortalen luminalen
Oberflache (Abb. 3.6) korreliert. Es zeigte sich allerdings ein Zusammenhang zwischen
der Anzahl und Gesamtfliche der VV und dem atherosklerotischen Plaquetyp.
Fibrotische = Plaques und  fibrotische,  atherosklerotische = Lésionen  mit
Intraplaquehd@morrhagie zeigten sowohl in den 25 als auch in den 80 Wochen alten
Tieren signifikant hohere Werte fiir die Anzahl und Gesamtfldche der VV pro axialem

NCT-Schnittbild als kalzifizierte atherosklerotische Lasionen (Tab. 3.1).

3.1.3 Flache des aortalen Lumens

Die Fliache des aortalen Lumens nahm im zeitlichen Verlauf signifikant zu (0,400

+ 0,112 mm? vs. 0,715 £ 0,573 mm?, p < 0,0001). Demnach wiesen die 80 Wochen
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alten ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout Muse, trotz signifikant groBerer Plaquefliche,
eine signifikant groBere Flache des aortalen Lumens auf (Abb. 3.5, Tab. 3.1).

Die statistische Auswertung und Analyse der erhobenen Daten zeigte, dass der
Messwert von 0,5 mm? fiir die aortale luminale Fldche einen Grenzwert beziiglich des
Auftretens verschiedener Plaquetypen darstellte. Bei Werten der aortalen luminalen
Oberfliche von > 0,5 mm? waren ausschliefllich kalzifizierte atherosklerotische
Lisionen zu finden. Werte der aortalen Lumenfldche < 0,5 mm? gingen mit fibrotischen

und hdmorrhagischen Plaques einher (Abb. 3.6).

»

o .o

2 . B Kalzifizierte Plaques

£ o

@

= B Fibrotische Plaques

2 e

8 r

% L L . .

;i — B Fibrotische Plaques

£ P mit Intraplaqueh@morrhagie

£ - . =

— = L l.

2

D

£

3T e e

c

o

S

S

@

3 - L.

@ LLL " T - [ ] 1" ' a ® .- g n . = A
an - - o - = L1}

g o, SRRl :

I "ﬂ_hm-'.f. 24 = * e e

T T T T T T T T
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09
Gesamtflache der VV {mm?2)y/Axialem Schnittbild

Abbildung 3.6: Statistischer Zusammenhang der Gesamtfliche der VV (mm?) pro axialem
Schnittbild und der Fliche des aortalen Lumens (mm?) pro axialem Schnittbild unter
Beriicksichtigung der unterschiedlichen atherosklerotischen Plaqutypen der 80 Wochen alten
ApoE”"/LDL"-Doppel-Knockout Mduse. Bei einer aortalen luminalen Oberfliche < 0,5 mm?
konnten keine kalzifizierten Ldsionen nachgewiesen werden. Die Gesamtfliche der VV (mm?)
pro axialem Einzelschnittbild sowie die unterschiedlichen atherosklerotischen Plaquetypen
zeigten einen statistischen Zusammenhang. Eine Korrelation zwischen Gesamtfliche der VV
(mm?) pro axialem Schnittbild und aortaler luminaler Fliche konnte allerdings nicht
nachgewiesen werden.

3.2 Veranderungen des aortalen Stromgebietes in dessen Verlauf

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus den Untersuchungen beziiglich
Plaquecharakteristik, transmuralem Verteilungsmuster der Vasa Vasorum und Fldche

des aortalen Lumens in Aorta ascendens, Aortenbogen und Aorta descendens
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gegeniiberstellt und beurteilt. Die vergleichende Analyse dieser Parameter in
Abhidngigkeit von der Lokalisation im aortalen Stromgebiet der 25 und 80 Wochen
alten ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout Miuse zeigte ausgeprigte Unterschiede.

3.2.1 Plaguecharakteristik

Die Plaquefldche pro axialem NCT-Schnittbild wies im Aortenbogen in den 25
und 80 Wochen alten Tieren gleichermaflen signifikant hohere Werte auf als in der
Aorta ascendens und der Aorta descendens. Im Aortenbogen waren die Plaquefldchen
mit Werten von 0,84 + 0,24 mm? in den 25 Wochen alten Miusen und 1,42 + 0,25 mm?
in den 80 Wochen alten Mdusen am hochsten. Die Aorta ascendens zeigte in beiden
Altersklassen signifikant hohere Messwerte fiir die Plaquefliche als die Aorta

descendens (Tab. 3.1).

Kalzifizierte atherosklerotische Lésionen lieen sich in den 25 und 80 Wochen
alten ApoE”/LDL™-Doppel-Knockout Méusen lediglich in der Aorta ascendens und im
Aortenbogen nachweisen. Die Aorta descendens der 25 Wochen alten Tiere wies
hingegen ausschlieBlich fibrotische Plaques auf. In der deszendierenden Aorta der 80
Wochen alten Maéiuse konnten neben fibrotischen Plaques auch fibrotische

atherosklerotische Lasionen mit Intraplaquehdmorrhagie nachgewiesen werden.

3.2.2 Transmurales Verteilungsmuster der Vasa Vasorum

Die Anzahl und Gesamtfldche der VV (mm?) pro axialem NCT-Schnittbild in den
25 Wochen alten Tieren liel im Verlauf des aortalen Stromgebiets einen Riickgang
verzeichnen (Tab. 3.1). Anders verhielt es sich in den 80 Wochen alten ApoE'/ /LDL"-
Doppel-Knockout Méusen. Hier wiesen Aorta ascendens und Aortenbogen signifikant

geringere Werte fiir die Anzahl und Gesamtfliche der VV auf als die deszendierende

Aorta (Tab. 3.1).

Die statistische Auswertung und Analyse zeigte sowohl fiir die Aorta ascendens
als auch fiir den Aortenbogen der 80 Wochen alten Tiere eine negative Korrelation
zwischen Gesamtfliche der VV (mm?) pro axialem Einzelschnittbild und
GefiaBwand/Lumen-Quotient (Abb. 3.7). In der Aorta descendens lieB sich hingegen
eine positive Korrelation zwischen der Gesamtfliche der VV und dem

GefalBwand/Lumen-Quotienten feststellen (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Statistischer Zusammenhang zwischen Gesamtfldche der VV (mm?) pro axialem
NCT-Schnittbild und Gefifswand/Lumen-Quotient. In den 80 Wochen alten ApoE”/LDL"-
Doppel-Knockout Mdusen besteht in der Aorta ascendens und im Aortenbogen eine negative
Korrelation zwischen der Gesamtfldiche der VV und dem Gefifswand/Lumen-Quotient. In der
Aorta descendens ist eine positive Korrelation zwischen den genannten Parametern
nachweisbar.

3.2.3 Flache des aortalen Lumens

Die 25 Wochen alten ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout Miuse zeigten sowohl in
der Aorta ascendens, als auch im Aortenbogen und der Aorta descendens dhnliche
Messwerte fir die Fliche des aortalen Lumens (Tab. 3.1). In den 80 Wochen alten
Tieren lieB sich hingegen ein signifikanter Unterschied in der aortalen Lumenoberfldche

nachweisen (Tab. 3.1).

Der GefiBwand/Lumen-Quotient der 25 Wochen alten Tiere zeigte einen
signifikanten Anstieg von Aorta ascendens zu Aortenbogen (0,208 + 0,096 vs. 0,394 +
0,118, p<0,0001). Die errechneten Werte fiir den GefiaBwand/Lumen-Quotienten der
Aorta descendens waren mit 0,212 + 0,098 denen der Aorta ascendens vergleichbar. In
den 80 Wochen alten ApoE”/LDL”-Doppel-Knockout Méusen konnte im gesamten
aortalen Verlauf ein signifikanter Anstieg des GefaBwand/Lumen-Quotienten

nachgewiesen werden (0,179 £ 0,040 vs. 0,338 = 0,124 vs. 0,505 £ 0,134, p < 0,0001).
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4 Diskussion

Sowohl die Privention, als auch die Diagnose und Therapie atherosklerotischer
GefiaBwandverdnderungen ist bis heute — trotz intensiver Forschung — eine grof3e
Herausforderung. Die Moglichkeit, bei vulnerablen atherosklerotischen Plaques
frithzeitig interventionell titig zu werden, um die Folgen einer Plaqueruptur minimieren
oder sogar verhindern zu konnen, ist aufgrund der bisher fehlenden eindeutigen
Diagnosekriterien weiterhin ein ungeldstes Problem. Auch trotz der rasanten,
technologischen Weiterentwicklung auf dem Gebiet der vaskuldren Bildgebung, bleibt
die Differenzierung unterschiedlicher Plaquetypen und damit die Erkennung

fortgeschrittener, risikoreicher atherosklerotischer Lasionen schwierig.

4.1 Bildgebung in der Atherosklerosediagnostik und -forschung

Die Etablierung neuer invasiver und nicht-invasiver Methoden im Bereich der
bildgebenden GefdBdiagnostik ermoglicht sowohl im klinischen Alltag wie auch in der
grundlagenorientierten Forschung die Anwendung hoch moderner Untersuchungs- und
Analyseverfahren bei der Beurteilung kardiovaskuldrer Erkrankungen. Neben der
digitalen Subtraktionsangiographie (Pomposelli 2010, Tang et al. 2010) als klassische
Luminographie, stechen die MR-Angiographie (Kato et al. 2010, Fink et al. 2003, Vogt
et al. 2003), die Mehrzeilen-Computertomographie (Achenbach 2003, Ropers et al.
2003, Achenbach et al. 2003) sowie der intravaskuldre Ultraschall (Nissen and Yock
2001) als in der Klinik angewandte Untersuchungsverfahren zur Verfiigung. Trotz der
stetigen Weiterentwicklung, konnen diese Gerdte jedoch nur Ortsauflosungen von
maximal 400 pm erreichen (Langheinrich et al. 2004a). Die Moglichkeiten zur Dar-
stellung von Strukturen <400 pm sind stark begrenzt, sodass weder prd- und
postkapilldre Blutgefile noch feine Weichteildetails wie Eisenablagerungen infolge
einer Plaquehdmorrhagie visualisiert und untersucht werden konnen. Zwar ist es bei
Priaparataufnahmen unter experimentellen Bedingungen mit dem Einsatz eines
folienlosen Materialpriiffilms oder einer Feinstfokusrohre mdglich, eine hohere
Auflosung zu erzielen, doch handelt es sich hierbei um Projektionsradiographien, die

keine dreidimensionale Analyse zulassen (Langheinrich et al. 2004a).

In der Grundlagenforschung gilt daher die Histomorphometrie weiterhin als
Goldstandard. Mit Hilfe histologischer Untersuchungsmethoden konnen Strukturen

<200 pm detailreich dargestellt und analysiert, aber nur semi-quantitativ ausgewertet
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werden. Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung von Gewebepréiparaten stellen
stereologische Methoden dar. Bei diesem Verfahren werden statistische und
mathematische Prinzipien genutzt, um mikroskopisch-kleine Strukturen auf der
Grundlage zweidimensionaler Einzelschnitte in ihrer Dreidimensionalitidt zu erfassen
und quantitativ auszuwerten (Gundersen et al. 1988). Sowohl die histologischen als
auch die stereologischen Untersuchungsverfahren stellen allerdings destruktive
Methoden dar und erfordern die Zerstérung des zu untersuchenden Gewebes, um nach
entsprechender Aufbereitung der Proben die qualitative und quantitative Analytik zu
ermOglichen. Weitere Untersuchungen desselben Gewebesegments mit Hilfe anderer
bildgebender Methoden sind nach histologischen und stereologischen Untersuchungen
daher nicht mehr moglich. Zudem ist der mit Hilfe dieser Verfahren erfassbare
Probenumfang sehr stark begrenzt. Bei der Untersuchung der GefdBarchitektur sowie
der Quantifizierung bestimmter GefdBBparameter (z.B. GefiaBwanddicke, Plaquefléche,
luminale GefaBoberfliche) konnen nur wenige Mikrometer analysiert und bei der
nachfolgenden statistischen Auswertung beriicksichtigt werden. Dariiber hinaus fiihrt
die fiir diese Methoden notwendige Probenselektion zu einer nur zufélligen und somit
unspezifischen Auswahl der zu untersuchenden Segmente. Die Verteilung und die
Heterogenitit der stenosierenden Lédsionen kann daher nicht erfasst werden
(Langheinrich et al. 2004a). Auch ist eine dreidimensionale Darstellung des
GefdBBbaumes mit Hilfe der zweidimensionalen Messverfahren nur schwer moglich.

Volumetrische Messungen konnen daher bisher nur eingeschriankt durchgefiihrt werden.

Als potentielle Alternative zur quantitativen Histologie an Serienschnittpraparaten
wurde im letzten Jahrzehnt die Technologie der Mikro-Computertomographie in der ex-
vivo Forschung etabliert (Jorgensen et al. 1998, Wan et al. 2002, Lerman and Ritman
1999). Die Entwicklung der Nano-Computertomographen stellte in jiingster
Vergangenheit einen weiteren Fortschritt im Bereich der biomedizinischen Forschung
dar. Beide bildgebenden Verfahren ermoglichen die Akquisition eines
dreidimensionalen Datensatzes mit isotropen Voxeln. Die rdumliche Auflosung der CT-
Bilder reicht von 5-10 um in der pCT bis zu 150 nm in der NCT (Engelke et al. 1999,
Cnudde et al. 20006).

Die anfanglich durchgefiihrten Untersuchungen mit den pCT-Geridten
beschriankten sich auf die Darstellung kndcherner Strukturen. Aufgrund der grofen

Dichteunterschiede zwischen Knochenmatrix und Markrdumen, konnten hier qualitativ
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hochwertige, detailreiche, dreidimensionale Bilder erstellt werden. Die
Vergleichsanalyse der mittels pCT erfassten Daten mit den histomorphometrisch
ermittelten Messwerten zeigte eine hochsignifikante Korrelation (Kapadia et al. 1998,
Shibata and Nagano 1996). Die Entwicklung neuer sich teilweise im Gefdlumen
verfestigender intravasaler Kontrastmittel (z.B. Microfil®) erffnete dariiber hinaus die
Moglichkeit, auch vaskuldre Strukturen dreidimensional darzustellen und die GefaB-
architektur mit Hilfe der nCT zu evaluieren. Pathologische GefédBalterationen konnten
so mit groBer Genauigkeit analysiert und quantifiziert werden (Simopoulos et al. 2001,

Rodriguez-Porcel et al. 2000, Ortiz et al. 2000, Fortepiani et al. 2003, Maehara 2003).

Die ersten dreidimensionalen Untersuchungen der GeféBarchitektur anhand von
uCT-Datensitzen wurden 1998 von Joergensen et al durchgefiihrt. Nach intravaskuldrer
Kontrastmittelapplikation gelang es der Arbeitsgruppe, die GefaBstrukturen der Niere,
der Muskulatur sowie des Herzens an Schweinen und Nagern eindrucksvoll darzustellen
(Jorgensen et al. 1998). Eine detailierte Analyse der Koronarien einer Ratte gelangen
Wan et al im Jahre 2002 (Wan et al. 2002). Durch Segmentation und
Extraktionsalgorithmen konnten Gefdlverzweigungsmuster untersucht sowie das
Volumen und die Dichte der Gefdle quantifiziert werden. Im Folgenden wurde die
Mikro-Computertomographie zunehmend dazu genutzt, um detailierte Strukturanalysen
der GefdBarchitektur sowie des vaskuldren Verzweigungs- und Verteilungsmusters in
verschiedensten Organen durchzufithren. Neben der Darstellung von Koronararterien
und Nierengefden, wurden der arterielle und portalvendse Lebergefilbaum, die
Pulmonalarterien sowie die Corpora cavernosa analysiert (Rodriguez-Porcel et al. 2000,
Garcia-Sanz et al. 1998, Wan et al. 2000, Karau et al. 2001, Simopoulos et al. 2001).
Die Arbeitsgruppen von Lerman und Ritman nutzten die pCT zur Analyse
pathophysiologischer Zusammenhinge im Bereich der Vasa vasorum Neovaskulari-
sierung in atherosklerotisch verdnderten und restenosierten Koronarien (Kwon et al.
1998a). Die durchgefiihrten Studien zeigten, dass die Technologie der Mikro-
Computertomographie in Kombination mit intravasaler Kontrastmittelperfusion u.a. im
Bereich der vaskuldren Forschung vollig neue Moglichkeiten erdffneten. Erstmals
konnten GefaBnetzwerke in ihrer Dreidimensionalitit detailgetreu erfasst und
volumetrische Analysen durchgefiihrt werden. Inzwischen hat sich die Mikro-
Computertomographie als probates Mittel zur quantitativen und volumetrischen

Analyse dreidimensionaler Strukturen etabliert und wird zunehmend auch zur
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Untersuchung von pathophysiologischen Struktur-Funktionsbeziehungen eingesetzt

(Kantor et al. 2000, Kantor et al. 2002).

Die Etablierung der Nano-Computertomographie in jlingster Vergangenheit
bedeutete einen weiteren groBen Fortschritt in Forschungsbereichen, die mit Hilfe
bildgebender Verfahren arbeiten. Die hohe Ortsauflosung der dreidimensionalen
Datensitze ermoglicht die Darstellung von Strukturen im Bereich von 200 nm. Die
Analytik dieser sich im Submikrometerbereich befindlichen Partikel war bisher der sehr
aufwendigen sowie zeit- und kostenintensiven Synchrotron-Technik vorbehalten
(Engelke et al. 1999), sodass mit der Einfiihrung labortauglicher NCT-Geriéte eine neue
Dimension in der bildgestiitzten Grundlagenforschung erdéffnet werden konnte. Die
Nano-Computertomographie erlaubt im Bereich der medizinischen Forschung u.a die
Darstellung, Quantifizierung und Analyse vaskuldrer Strukturen im prd- und
postkapilldren Bereich, ebenso wie die Untersuchung kapillirer Gefdlle sowie feiner
Weichteildetails. Gezeigt werden konnte dies in Studien der Arbeitsgruppe
Langheinrich, die zerebrale und renale Perfusionsmuster mittels Bildgebung im NCT

untersuchten (Langheinrich et al. 2010a, Stolz et al. 2010, Langheinrich et al. 2010c).

In der vorliegenden Studie wurde die Technologie der Mikro- und Nano-
Computertomographie genutzt, um das zeitliche und rdumliche Verteilungsmuster von
Vasa vasorum in fortgeschrittenen atherosklerotischen Léasionen (kalzifizierte,
fibrotische und himorrhagische Plaques) der aortalen Gefiwand von ApoE”/LDL™-
Doppel-Knockout Méusen zu untersuchen. Es zeigte sich, dass mittels NCT
verschiedene Plaquetypen differenziert und die als Merkmal fiir Plaquevulnerabilitit
und -instabilitit geltende Intraplaquehdmorrhagie identifiziert werden konnten. Die
durch die Mikro- und Nano-CT ermoglichte Akquisition dreidimensionaler Datensétze
von homogen perfundierten Proben der thorakalen Aorta, erlaubte neben der
Quantifizierung des Kontrastmittelperfusates somit auch eine Plaque- und
Gewebedifferenzierung. Diese Arbeit reiht sich aufgrund der Anwendung der Mikro-
Computertomographie als bildgebendes Verfahren in der Gefdldiagnostik in den
aktuellen Stand der CT-gestiitzten Grundlagenforschung ein und nutzt zur detailreichen
Analyse der atherosklerotischen Lisionen sowie zur Plaquedifferenzierung die NCT als
neues und erweiterndes Verfahren in der biomedizinischen Forschung. Alle in der
vorliegenden Studie mittels Computertomographie ermittelten Daten wurden mit den

Messwerten und Analysedaten aus histologischen Untersuchungen verglichen. Die
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Ergebnisse zeigten in allen Bereichen eine hohe Korrelation, sodass sich die
bildgebenden Verfahren der Mikro- und Nano-Computertomographie als probate Mittel
bei der Untersuchung des zeitlichen und rdumlichen Verteilungsmusters der VV in den
atherosklerotisch verdnderten Aorten der ApoE’/LDL”-Doppel-Knockout Miuse

erwiesen.

Trotz der hohen Wertigkeit, die die Mikro- und Nano-Computertomographie als
non-invasive Untersuchungsmethoden bei der Quantifizierung von GefdB3- und
Weichteilstrukturen demonstrieren konnten, birgt die Anwendung der pCT und NCT
auch Nachteile. Die maximale ProbengroBe ist aufgrund der Begrenzung des
Messfeldes in den CT-Geridten stark beschrénkt. Je nach angestrebter Auflosung der
resultierenden Datensidtze diirfen die Probenvolumina wenige mm?® bzw. cm® nicht
iiberschreiten. Zudem besteht die Notwendigkeit, die Proben vor der Untersuchung in
den Mikro- oder Nano-Computertomographen mit Kontrastmittel zu perfundieren. Nur
nach der Kontrastmittelapplikation besteht eine ausreichende Kontrastierung von
Gefdlen und umliegendem Gewebe, um eine Analyse mit entsprechender
Gewebedifferenzierung zu ermdglichen. Bis vor kurzem war als weiterer Nachteil zu
nennen, dass mit Hilfe der uCT und NCT ausschlielich ex-vivo Studien durchgefiihrt
werden konnten. Mit der Etablierung neuer in-vivo Mikro-CT-Scanner ist es nun
allerdings moglich, sedierte Kleintiere auch lebendig zu untersuchen und so den
Entwicklungsprozess der zu analysierenden physiologischen oder pathologischen

Verdnderungen in Form longitudinaler Studien zu erforschen (Yang et al. 2010).

Trotz der genannten Einschrankungen zeigt die stetige Erweiterung und
Verbesserung sowie die nachhaltige und zunehmende Anwendung der bildgebenden
Technologien, dass die Mikro- und Nano-Computertomographie gro3es Potential im
Bereich der Grundlagenforschung birgt. Aufgrund der Moglichkeit dreidimensionale
Strukturen erfassen, planimetrieren und volumetrieren zu kdnnen, zeichnet sich die
Technologie der pCT- und NCT-Gerdte als ein im Bereich der numerischen
Quantifizierung hochwertiges und der Histologie und Stereologie konkurrenzfihiges

Verfahren aus.
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4.2 Neovaskularisierung im atherosklerotisch veranderten aortalen

Stromgebiet

Wihrend sich in der Vergangenheit der Forschungsschwerpunkt der Atherogenese
auf die pathologischen Verdnderungen der luminal gelegenen Strukturen (Endothel,
Intima und Media) ebenso wie auf Entziindungsreaktionen der GefidBwand und die
Wirkungen zelluldrer und humoraler Faktoren konzentrierte (Virchow 1989, Hansson
2009, Kishikawa et al. 1993, Stemme and Hansson 1994), wurde der Einfluss
adventitieller Strukturen héufig vernachldssigt. Dem ursdchlichen Zusammenhang
proliferierender VV auf die Atherogenese ist im Rahmen der Atheroskleroseforschung
erst in den letzten Jahren vermehrte Aufmerksamkeit geschenkt worden. SchlieBlich
gelang es allerdings, die Brisanz des Themas hervorzuheben und die hohe Relevanz der

VV bei atherosklerotischen Prozessen zu erkennen.

Die dieser Arbeit zu Grunde liegenden Untersuchungen beschreiben das raumliche
und zeitliche Verteilungsmuster von VV entlang des atherosklerotisch verdnderten
aortalen Stromgebictes im Tiermodell der ApoE’/LDL"-Doppel-Knockout Maus.
Analysiert wurden das Plaquewachstum sowie die numerischen und planimetrischen
Verdnderungen der adventitiell gelegenen VV im Verlauf der murinen Hauptschlagader
in 25 und 80 Wochen alten Tieren. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine hohe
Korrelation zwischen der Anzahl bzw. Gesamtfliche der VV und dem
atherosklerotischen Lisionstyp besteht. Hadmorrhagische Plaques zeigten dabei die
hochste Dichte an VV, wohingegen kalzifizierte Lésionen die geringste Anzahl und
luminale Gesamtfldche der VV aufwiesen. Eine Wechselbeziehung zwischen der Dichte

der VV und der Plaquefldche lag nicht vor.

Bereits publizierte wissenschaftliche Arbeiten konnten anhand verschiedener
Tiermodelle zeigen, dass atherosklerotische GefiBwandverdnderungen mit einer
erhohten Dichte von VV einhergehen (Moulton 2001). Obwohl die Frage nach dem
ursdchlichen oder reaktiven Zusammenhang der pathologischen VV-Neovaskularisation
bisher nicht eindeutig geklart werden konnte (Wilson et al. 2002, Herrmann et al. 2001,
Kwon et al. 1998b, Neufeld et al. 1999, Bayer et al. 2002), liegen dennoch zahlreiche
Ergebnisse zur Funktion und Rolle der VV im Prozess der Atherogenese vor. Neben
dem nutritiven Charakter (Heistad and Marcus 1979, Mulligan-Kehoe 2010) wird der
Beitrag der VV zur Unterhaltung und zum Fortschreiten des entziindlichen Prozesses

und zur Destabilisierung der atherosklerotischen Plaque diskutiert. Moreno et al gelang
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der Nachweis einer vermehrten Neovaskularisation in rupturierten und hidmorrhagischen
Lisionen sowie in Atheromen mit diinner fibroser Kappe. Dariiber hinaus konnte eine
positive Korrelation zwischen der Dichte der VV und der Anzahl adventitiell gelegener
Entziindungzellen demonstriert werden (Langheinrich et al. 2006, Moreno et al. 2004).
Publikationen von Virmani und Heistad zur Plaquestabilitit prisentierten die
proliferierenden und in die atherosklerotischen Lésionen einwachsenden adventitiellen
VV als mogliche Quellen der Intraplaquehdmorrhagie (Heistad 2003, Virmani et al.
2005). Urséchlich dafiir sei die Briichigkeit und Unreife der neu in die Plaques
eingesprossenen Gefille (,,vessels prone-to-leakiness®). Neben der Funktion und Rolle
der VV im Prozess der Atherogenese wurde in einer Studie von Langheinrich et al der
Zusammenhang zwischen der VV-Neovaskularisation und der Plaqueprogression in
Aorten von ApoE’/LDL"-Doppel-Knockout-Méusen ~gepriift. Die ermittelten
Ergebnisse lieBen einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen Plaquewachstum und
VV-Entwicklung vermuten (Langheinrich et al. 2006). In dieser 2006 veroffentlichten
Arbeit wurde bei der Quantifizierung des VV- und Plaquevolumens allerdings nicht
zwischen einzelnen aortalen Segmenten unterschieden, sodass die These der direkten
Korrelation dieser Parameter auf kumulativ ermittelten und statistisch ausgewerteten
Ergebnissen beruht. Die hier vorliegende Arbeit kann somit als Fortsetzung der oben
genannten Studie von Langheinrich et al aus dem Jahr 2006 gewertet werden, da die
Messungen und Auswertungen nun unter Beriicksichtigung der Lokalisation im aortalen
Stromgebiet durchgefiihrt wurden. Die Relevanz der Beachtung der unterschiedlichen
aortalen Segmente zeigt sich bei der Betrachtung des rdumlichen Verteilungsmusters
der VV. Dabei lisst sich eine Korrelation zwischen der Anzahl bzw. Gesamtfliche der
VV und der Lokalisation im aortalen Stromgebiet nachweisen. Dies ist vermutlich auf
die Konzentration und das vermehrte Auftreten bestimmter Plaquetypen in spezifischen
Abschnitten der Aorta zuriick zu fiihren. Kalzifizierte atherosklerotische Lésionen
lieBen sich in der Aorta ascendens und im Aortenbogen der 25 Wochen alten Miuse
vereinzelt, in den entsprechenden aortalen Stromgebieten der 80 Wochen alten Tiere
allerdings gehduft nachweisen. Demnach zeigte sich in der aszendierenden Aorta und
im Aortenbogen der 80 Wochen-Gruppe — trotz des hoheren Alters der Tiere und trotz
der durchschnittlich groBeren Plaquefliche der atherosklerotischen Lasionen — eine
signifikant geringere Dichte an VV als in der 25 Wochen-Gruppe. Anders verhielt es
sich in der Aorta descendens der 25 und 80 Wochen alten ApoE’/LDL”-Doppel-
Knockout Méuse. Hier lieBen sich in der 25 Wochen-Gruppe ausschlieBlich fibrotische
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Liasionen mit relativ geringer Plaquefliche nachweisen. Die 80 Wochen alten Tiere
zeigten neben den fibrotischen Léasionen auch hidmorrhagische Plaques mit einer
insgesamt signifikant hoheren Plaquefléche als die 25 Wochen alten Méuse. Die Anzahl
wie auch die luminale Gesamtfldche der VV war in der 25 Wochen-Gruppe signifikant
geringer als in den 80 Wochen alten Tieren, was nachweislich allerdings nicht auf die
Plaquefldche, sondern vielmehr auf den Léasionstyp sowie den Altersunterschied der
Maiuse und somit auf den mdglichen Entwicklungszeitraum der atherosklerotischen

Plaques und der VV zuriick zu fiihren ist.

Die isolierte Betrachtung der Plaqueflichen in den einzelnen aortalen Segmenten
zeigte in den 80 Wochen alten ApoE’/LDL”-Doppel-Knockout Miusen eine
signifikant hohere Plaquefliche in der Aorta ascendens als in der Aorta descendens.
Allerdings stieg der GefdBwand/Lumen Quotient der Tiere im Verlauf der Aorta
signifikant an, was auf eine wesentlich hohere Plaquelast im deszendierenden Teil der
Aorta  hinweist. Eine kausale  Verkniipfung dieses atherosklerotischen
Verteilungsmusters mit dem durch die Stenosen verdnderten intraluminalen Drucks und
der verdnderten Wandschubspannung im Gefd3 ist moglich (Helderman et al. 2007,
Slager et al. 2005, Li and Gillard 2008). Der pathophysiologische Zusammenhang
dieser in den ApoE’/LDL”-Doppel-Knockout-Mausen offensichtlich  sehr
charakteristischen Plaqueverteilung kann mit Hilfe der vorliegenden Daten jedoch nicht
abschlieBend gekliart werden und bedarf weiterer Untersuchungen, um den genannten

Erklarungsansatz bestétigen oder verwerfen zu konnen.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse zum Verteilungsmuster der VV in
atherosklerotisch verdnderten murinen Aorten sind mit den durch andere Arbeisgruppen
bereits publizierten Analyseergebnissen kongruent oder stellen eine Fortsetzung und
Erweiterung bereits vorliegender Forschungsansitze dar. Bisher veroffentlichte Studien
iiber die pathologische VV-Neovaskularisation haben den Zusammenhang zwischen
VV, Liasionstyp und Plaquevolumen in verschiedenen Tiermodellen (Langheinrich et al.
2006, Langheinrich et al. 2007c) sowie in humanen Proben (Moreno et al. 2004,
Langheinrich et al. 2009) bereits detailiert beschrieben, eine Analyse des rdumlichen
Verteilungsmusters von VV im Verlauf des aortalen Stromgebietes wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit allerdings erstmalig durchgefiihrt. Zudem stellte der Nachweis
einer Intraplaquehdmorrhagie mittels Nano-Computertomographie ein neues Verfahren

im Rahmen der vaskuldren Grundlagenforschung dar.
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4.3 Das Tiermodell der ApoE”/"/LDL/"-Doppel-Knockout Maus

In den vergangenen Jahren haben sich Tiermodelle etabliert, anhand derer die
Pathophysiologie der Atheroskleroseentstehung erforscht wird. Das Tiermodell der
ApoE”/LDL”-Doppel-Knockout Maus zeigt bereits nach wenigen Wochen frithe
atherosklerotische Verdnderungen der GefdBwand, die sich im Folgenden zu
fortgeschrittenen Lidsionen ausbilden. Dabei durchlaufen die Méuse nachweislich alle
Stadien und Schweregrade der humanen Atherosklerose (Nakashima et al. 1994, Seo et
al. 1997). Aufgrund der Verlésslichkeit in Bezug auf die Plaqueformation und die in
zahlreichen Studien nachgewiesene frithzeitige und ausgeprigte Entwicklung
pathologischer VV, eignete sich das Tiermodell der ApoE”/LDL"-Doppel-Knockout
Maus optimal zur Untersuchung und Quantifizierung der atherosklerotisch bedingten
Verdnderungen im aortalen Stromgebiet. Trotz des validen Tiermodells und trotz der
Ahnlichkeit der Atherosklerosestadien zwischen Maus und Mensch, gilt es, die
Ergebnisse und Interpretationen der vorliegenden Studie im Hinblick auf die

Ubertragbarkeit zur humanen Atherosklerose zu iiberpriifen.

4.4 Einschrankungen

Die ApoE’/LDL"-Doppel-Knockout Miuse weisen aufgrund der massiven
Hypercholesterindmie  eine  frithzeitige und sehr schnelle  Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen auf. Daher werden zwar nahezu alle Tiere 25 Wochen alt,
aber nur sehr wenige erreichen das Alter von 80 Wochen (Langheinrich et al. 2007b).
Diese durch die Atherosklerose bedingte frithe Sterblichkeit der Méduse konnte die
Ergebnisse der vorliegenden Studie beeinflussen, da beispielsweise die Tiere mit
massiver Atherosklerose und hoher Rate an Intraplaquehdmorrhagien vorzeitig
versterben und somit im Kollektiv der 80 Wochen alten Tiere fiir Messungen und
Analysen nicht verfligbar sind. Um dieses Problem zu umgehen, miissten

Liangsschnittstudien mit der gleichen Fragestellung initiiert und durchgefiihrt werden.

Die vorliegende Arbeit erfasst quantitative, durch das Vorliegen der Atherosklerose
bedingte Verdnderungen im aortalen Stromgebiet und erlaubt die Durchfiihrung von
Vergleichsanalysen der ermittelten Messwerte. Aussagen zur Korrelation von VV-
Neovaskularisation und Atherogenese sind daher moglich, Beziige zum Kausalititszu-

sammenhang der untersuchten Parameter konnen allerdings nicht hergestellt werden.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund ihrer hohen Ortsauflésung ermdglicht die Nano-Computertomographie
die Darstellung und Diagnose einer Intraplaquehdmorrhagie mittels Detektion von in
den atherosklerotischen Lasionen befindlichen Eisenablagerungen. Zudem erlaubt die
Technologie der NCT eine detailgetreue Darstellung und non-destruktive Analyse des
atherosklerotisch verdnderten, aortalen Stromgebietes sowie der pathologischen VV-
Neovaskularisation in der GefiBwand. Anhand der dreidimensionalen Datensétze
gelang es, das zeitliche und rdumliche Verteilungsmuster der VV in Abhingigkeit
verschiedener atherosklerotischer Lisionstypen entlang der murinen Hauptschlagader

zu untersuchen und zu quantifizieren.

Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der adventitiellen Vaskularisierung
unterschiedlicher Plaquetypen. Die hochste VV-Dichte liel sich in fibrotischen und
hidmorrhagischen Lésionen nachweisen. Kalzifizierte Plaques présentierten hingegen ein
nur gering ausgeprigtes VV-Netzwerk. Der Korrelation zwischen Verteilungsmuster
der VV und Lokalisation im aortalen Stromgebiet lag die charakteristische Verteilung
der unterschiedlichen Lasionstypen im aortalen Stromgebiet zugrunde. So wiesen die
Aorta ascendens und der Aortenbogen Plaques mit Kalkspangen und einer sehr geringen
Anzahl an VV auf. In der Aorta descendens zeigten sich hingegen fibrotische und
hédmorrhagische Lésionen mit ausgepriagter VV-Neovaskularisation. Die Analyse des
rdumlichen Verteilungsmusters der VV im aortalen Stromgebiet zeigte somit, dass die
Dichte des VV-Netzwerkes in keinem direkten Zusammenhang mit der Plaquefldche
steht, sondern dass ausschlielich eine positive Korrelation zwischen der Anzahl und

Gesamtfliche der VV und dem atherosklerotischen Lésionstyp nachweisbar ist.
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6 Summary

The present study was designed to test the potential of nano-computed
tomography in imaging advanced lesions in aortas of apoE”/LDL"-double-knockout
mice. Due to the high resolution of the resulting NCT images, we were able to detect
iron deposits within an atherosclerotic plaque. Iron deposits serve as a marker of
intraplaque hemorrhage and indicate the wvulnerability of the corresponding

atherosclerotic lesion.

Besides the detection and analysis of advanced, vulnerable lesions, quantitative
nano-CT imaging allowed us to investigate the spatio-temporal distribution patterns of
VV in murine aortas. The number and total luminal cross-sectional area of VV showed
a significant decrease in the ascending aorta and the aortic arch when comparing the
results of 25 and 80 weeks old mice. The descending aorta, on the other hand, lead to a
significant increase of VV-density from the 25 to the 80 weeks old animals. When
looking at the local variations of the VV-distribution patterns in different aortic regions,
the area of VV in 80 weeks old mice progressively increased along the aorta from least
in the ascending aorta to a maximum in the descending aorta. At the age of 25 weeks,
the animals showed an inverse pattern within these parameters. In general, the number
and cross-sectional area of VV showed significant differences depending on the
adjacent atherosclerotic lesion type. The VV-density was highest in lesions with
intraplaque hemorrhage and lowest in calcified plaques. However, there was no
correlation found between the number and cross-sectional area of VV and the plaque

surface.
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10 Anhang

10.1 Material

Bildanalyseprogramm:  Analyze® 9.0, Biomedical Imaging Resource, Mayo

Clinic, Rochester, MN, USA

Formalin: Formaldehyd-Losung 3,5-3,7%, neutral gepuffert, Otto
Fischar GmbH & Co KG, Saarbriicken, Deutschland

Kontrastmittel: Microfil® MV-122, Flow Tech, Carver, MA, USA

uCT-Scanner: SkyScan 1072 X-Ray Microscope - Microtomograph,

Aartselaar, Belgien

uCT-Computersystem:  Intel“Xeon™ Prozessor (2x 1800 MHz, 1024 MB RAM)

Mikroskop: JVC Digital Camera KY-F75U, Axioskop Zeiss,
Deutschland

Mikroskopie- Diskus 4.50 FireWire, Carl H. Hilgers, Technisches

Computersoftware: Biiro, Konigswinter, Deutschland

NCT-Scanner: SkyScan 2011 X-Ray Nanotomograph, Aartselaar,
Belgien

NCT-Computersystem:  Dell Precision T 5400, Inte]“*Xeon™ Prozessor (64 bit,
2x 3GHz, 32 GB RAM)

Parafilm: Parafilm® Laboratory Film, Menasha, WI, USA

10.2 Farbemethoden

Modifiziert nach Michniewicz A (Michniewicz 2008).

10.2.1 Haematoxylin-Eosin Farbung

Gebriuchliche Routinefdrbung zur Darstellung von Zellen und Zellstrukturen.

Zellkerne féarben sich blau, Zytoplasma rot.

70



Losungen und Reagenzien:

Xylol. 100%, 96%, 70% Isopropanol. Aqua destilata. Leitungswasser. Saures
Haemalaun nach Mayer (Gebrauchslosung). Eosin 0,5% wiéssrig (Gebrauchslosung).

Merck Darmstadt. 70% Alkohol und Eisessig in einem Verhéltnis von 1:1,5 Tropfen.

Arbeitsschritte:

Getrocknete Schnitte zehn Minuten in Xylol entparaffinieren. Absteigende Alkoholreihe
(100%-96%-70% Isopropanol). Spiilen mit Aqua destilata. Farben mit Haemalaun-
Losung fiir 1/20 Minute. Spiilen und blduen mit Leitungswasser fiir fiinf bis zehn
Minuten. 20 Sekunden lang Farben mit Eosingebrauchslosung. Spiilen mit Aqua
destilata. Aufsteigende Alkoholreihe. Objekttriger kurzzeitig in Xylol lagern.

Eindecken des Priparats mit Pertex-Einschlussmedium.

10.2.2 Elastika-Farbung nach Weigert
Darstellung elastischer Fasern. Elastische Fasern farben sich violett/schwarz.

Losungen und Reagenzien:

Xylol. 98%, 96%, 90%, 80%, 70% Isopropanol. Aqua destilata. Leitungswasser. 1%
HCI-Alkohol. Resorcin-Fuchsin nach Weigert. Kernechtrot-Losung: 0,1 g Kernechtrot

in 100 ml 5% wiéssriger Aluminiumsulfatlosung..

Arbeitsschritte:

Getrocknete Schnitte dreimal zehn Minuten in Xylol entparaffinieren. Absteigende
Alkoholreihe (98%- 96%-90%-80%-70% Isopropanol, jeweils fiinf Minuten). Spiilen
mit Aqua destilata. Inkubation fiir zehn Minuten mit Resorcin-Fuchsin bei 45°C im
Brutschrank. Dreimal drei Minuten Auswaschen unter flieBendem Leitungswasser.
Differenzierung in 1% HCI-Alkohol. Auswaschen fiir zehn Minuten unter flieBendem
Leitungswasser. Mikroskopische Kontrolle des Férbezustands der elastischen Fasern.
Fiinf Minuten Fiarben mit Kernechtrot-Losung. Spiilen mit Aqua destilata fiir zwei
Minuten. Aufsteigende Alkoholreihe (96% Isopropanolol fiir zwei Minuten-100%
Isopropanolol fiir zweimal drei Minuten). Objekttrager drei Minuten in Xylol lagern.

Eindecken des Priiparats mit Pertex-Einschlussmedium
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10.2.3 Goldner’s-Masson-Trichrome-Farbung

Darstellung und Differenzierung von Zellkernen, Zytoplasma, Kollagenfasern und
glatten Muskelzellen. Zellkerne farben sich schwarz, Zytoplasma rot, Kollagenfasern

grun.

Losungen und Reagenzien:

Xylol. 98%, 96%, 90%, 80%, 70% Isopropanol. Aqua destilata. Leitungswasser.
Eisenhdmatoxylin nach Weigert. Ponceau-Saurefuchsin. Phosphorwolframsaure-Orange

Gebrauchsgemisch. Lichtgriin. 1% Essigsaure.

Arbeitsschritte:

Getrocknete Schnitte dreimal zehn Minuten in Xylol entparaffinieren. Absteigende
Alkoholreihe (98%- 96%-90%-80%-70% Isopropanol, jeweils fiinf Minuten). Spiilen
mit Aqua destilata. Zwei Minuten Eisenhdmatoxylin nach Weigert. 15 Minuten blauen
in Leitungswasser. Drei Minuten Spiilen mit Aqua destilata. Fiinf Minuten Ponceau-
Saurefuchsin. Auswaschen fiir dreimal fiinf Minuten in 1% Essigsdure. Zehn-miniitige
Inkubation in Phosphorwolframsdure-Orange Gebrauchsgemisch. Dreimal fiinf Minuten
Auswaschen in 1% Essigsdure. Fiinf Minuten Lichtgriin. Dreimal fiinf Minuten
Auswaschen in 1% Essigsdure. Dreimal drei Minuten Lagern in 100% Isopropanolol.
Objekttriger drei Minuten in Xylol lagern. Eindecken des Priparats mit Pertex®-

Einschlussmedium.

10.2.4 Von Kossa-Farbung

Darstellung von Kalzium und Kalziumsalzen. Keine spezifische Darstellung des
Kalziumions. Austausch von Kalzium in Karbonaten und Phosphaten gegen
Silberionen. Reduzierung der Silberionen zu metallischem Silber. Kalziumhaltige

Matrix farbt sich schwarz bis braunschwarz.

Losungen und Reagenzien:

Xylol. 100%, 96%, 70% Isopropanol. Aqua destilata. Leitungswasser. Wissrige
Silbernitratlosung 1%. Natriumthiosulfat 5%. Kernechtrot-Losung: 0,1 g Kernechtrot in

5% wissriger, kochender Aluminiumsulfatlosung.

72



Arbeitsschritte:

Getrocknete Schnitte dreimal zehn Minuten in Xylol entparaffinieren. Absteigende
Alkoholreihe (100%- 96%-70% Isopropanol). Spiilen mit Aqua destilata. 20 Minuten
Inkubation in 1% wissriger Silbernitratlosung in Coplin-Kiivette unter UV-Licht.
Spiilen mit Aqua destilata. Entfernen des nicht-reagiblen Silbers mit Natriumthiosulfat
5% fiir fiinf Minuten. Spiilen mit Aqua destilata. Gegenfdarbung mit Kernechtrot fiir fiinf
Minuten. Waschen in Aqua destilata. Aufsteigende Alkoholreihe. Kldren in Xylol.

Eindecken des Priparats mit Pertex*-Einschlussmedium.

10.2.5 Berliner-Blau-Férbung

Intrakorporale Speicherform von dreiwertigem Eisen (Fe’*): Hamosiderin. Losen
von Fe'" aus Himosiderin mit Hilfe von Salzsdure. Bildung eines blau leuchtenden
Komplexes durch Verbindung von Kaliumhexacyanoferrat mit Fe’": FeCl + K4Fe(CN),
= KFeFe(CN)s + 3KCl. Fe’* farbt sich blau, Zellkerne rot.

Losungen und Reagenzien:

Xylol. 100%, 96%, 70% Isopropanol. Aqua destilata. Kaliumhexacyanoferrat-Losung
2%. HCI-Losung 2%. Kernechtrot.

Arbeitsschritte:

Getrocknete Schnitte dreimal zehn Minuten in Xylol entparaffinieren. Absteigende
Alkoholreihe (100%- 96%-70% Isopropanol). Spiilen mit Aqua destilata. Behandlung
mit 2% Kaliumhexacyanoferrat- und 2% HCI-Losung im Verhiltnis 1:1 fiir 20-30
Minuten. Spiilen mit Aqua destilata. Fiir fiinf bis zehn Minuten Behandlung mit
Kernechtrot. Aufsteigende Alkoholreihe. Objekttrager kurzzeitig in Xylol lagern.

Eindecken des Priparats mit Pertex*-Einschlussmedium.
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