3D-Echokardiographie: Nicht-invasive Bestimmung von linksventrikularer
Muskelmasse und Funktion

im Mausmodell

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Hohen Medizinischen Fakultat der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat

Bonn

vorgelegt von Nicolas Grett
aus Gronau (Westfalen)
2009



Angefertigt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn

1. Gutachter: Prof. Dr. med. K. Tiemann
2. Gutachter: Prof. Dr. med. H. Murday

Tag der Mindlichen Prifung: 08.06.2009

Diese Dissertation ist 2009 auf dem Hochschulschriftensurver der ULB Bonn unter

http://hss.ulb.uni-bonn.de/diss_online elektronisch publiziert.

Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik I, Universitatsklinik Bonn
Direktor: Prof. Dr. med. G. Nickenig



Von ganzem Herzen
meinen lieben Eltern
Doris und Siegfried Grett
und
meinen GroBeltern

Emma und Walter Grett






Inhaltsverzeichnis

AbKUrzungsverzeiChnis........ccccciiiiiiniieinrr s 6

I 1o 10 g 8

2 Material und Methoden ..o e 11
2.1 Echokardiographische Bildgebung .........ccoooooiiiiiiiiie 11
2.2 Histologische Verfahren und MiKroSKOpi€........ccoooviieiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeen 18
2.3 HiStoMOIrPhOMELrie .......cooiiiiiie e 21
2.4 StatistisSChe ANAIYSE .....ooooiiii e 26

B 1= o 4T =T . 27
3.1 Vorstellung der histologischen Ergebnisse ........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 27

3.2 Nicht-invasive Bestimmung der LVM im Mausmodell: Histomorphometrie

und verschiedene echokardiographische Methoden im Vergleich.......... 32

3.2.1 M-Mode Echokardiographie (Penn-Convention)...........cccccceveeeeeeinnnnnes 32
3.2.2 2D-Echokardiographie (Area-Length-Method).........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiinn. 33
3.2.3 Rekonstruktive 3D-Echokardiographie ...........cccccoeiiiiiiiiiiis 35
3.3 Nicht-invasive Bestimmung der LVM juveniler Mause durch verschiedene
echokardiographische Untersuchungsmethoden.............cccooeeveevveeinnnnnn. 38

3.4 Gegenulberstellung von Herznassgewicht und Echokardiographie......... 43
3.5 Echokardiographische Parameter der linksventrikularen Funktion ......... 45

T2 30 1= 10T o 51
5 ZusSammeNnfaSSUNQ .....ceeeeeeeemmmmmmmmmmmmmnsnnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnnns 63
o3 2 3] F- T3 T . 65
6.1 Erganzungen zum Ergebnisteil...........oooiii 65
6.2 Erganzende ProtoKOIIE ...........ueeiiiiiieiie e 68

7 LiteraturverzeiChNis ... eeeeeeeeeeeeessesessssssssssssss s sss s ss s sss s ss s s ssn s nsnsnssnnnns 72

£ 30 T Ty = T L1 T 77



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Erlauterung MaBstab
A Flache mm?
Aq Endokardiale Flache des linken Ventrikels mm?
Ao Epikardiale Flache des linken Ventrikels mm?
Anorta Querschnittsflache der aortalen Ausflussbahn mm?
Acndo Endokardiale Flache in H6he der Papillar- mm?

muskelebene
Amyo Myokardiale Flache mm?
AF Aortale Flussgeschwindigkeit cm/s
AL Area-Length-Method
(Flachen-Langen-Methode)
B Linksventrikularer Innendurchmesser in HOhe mm
der Papillarmuskelebene
CO Cardiac Output ml/min
(kardiale Auswurfleistung)
d Tage
D Aortaler Diameter mm
EDV Enddiastolisches Volumen I
EF Ejektionsfraktion Y%
EKG Elektrokardiogramm
ESV Endsystolisches Volumen 1]
h Stunden
HE Hamatoxylin und Eosin
HF Herzfrequenz Schlage/min
HNG Herznassgewicht mg
ID Identitatsnummer der Organe
IVST Interventricular Septal Thickness mm
(interventrikulare Septumdicke)
L Lange mm




LA Linker Vorhof

LV Linker Ventrikel

LVEDD Left Ventricular Enddiastolic Diameter mm
(linksventrikularer enddiastolischer Diameter)

LVM Linksventrikulare Muskelmasse mg

m Mannlich

MRT Magnet Resonanz Tomographie

n Anzahl

nb Nicht bestimmt

PW Pulsed-Waved-Doppler

PWT Posterior Wall Thickness mm
(Dicke der linksventrikularen Hinterwand)

P(x) Altersgruppe (x Tage) d

r3D Rekonstruktive 3D-Echokardiographie

RG Regressionsgerade

R Regressionskoeffizient (Pearson R)

ROI Region of Interest

RV Rechter Ventrikel

SD Standardabweichung

SEE Systematic Error of the Estimate
(Systematischer Fehler des Schatzwertes)

spm Schlage pro Minute

SV Schlagvolumen ul

T Wanddicke des linken Ventrikels mm

\Y Volumen Ml

VTI Velocity Time Integral cm
(Geschwindigkeits-Zeit-Integral)

W Wanddicke mm

w Weiblich




1 Einleitung

Aufgrund der Weiterentwicklung von transgenen Mé&usen als spezifische kardio-
vaskulare Krankheitsmodelle (Doevendans et al., 1998), sowie der Etablierung von
mikrochirurgischen Techniken, wie der transversen aortalen Konstriktion, der Ligation
der linken Koronararterie oder der Induktion eines akuten (Roell et al., 2002a) oder
chronischen (Dewald et al., 2003) Myokardinfarkts, hat das Mausmodell eine
herausragende Stellung bei der Erforschung pathophysiologischer Prozesse eingenom-
men. Daher wird fir die Grundlagenforschung an Kleintieren die Etablierung einer nicht-
invasiven diagnostischen Methode, welche zuverlassige und reproduzierbare Messwerte
im Hinblick auf die Funktion, Struktur und Anatomie des Herzens liefert, angestrebt
(Collins et al., 2001). Als wichtige prognostische Parameter im Bezug auf Morbiditat und
Mortalitat eines Organismus mit einer kardiovaskularen Erkrankung wéaren hier sowohl
die linksventrikulare Muskelmasse (LVM) (Mor-Avi et al., 2004) als auch die Veran-
derungen von funktionellen Parametern des linken Ventrikels wie Ejektionsfraktion (EF),
Schlagvolumen (SV) und kardiale Auswurfleistung (CO) zu nennen.

Bildgebende Verfahren, wie die Echokardiographie, konnten in den bisher
verodffentlichten Studien ihren Einsatz bei der Untersuchung von transgenen
Mausmodellen durch gute Korrelationen bei der Bestimmung von LVM und funktionellen
kardialen Parametern in adulten Tieren rechtfertigen. Allerdings stellt die Verwendung
dieser Modelle hohe Anforderungen an die bildgebende Technik und das verwendete
Material. Vor allem die hohe Herzfrequenz in murinen Versuchsmodellen von 400 bis
700 Schlagen pro Minute und die vergleichsweise niedrige Bildrate schrédnken die
echokardiographische Bildqualitat und somit auch die Aussageféhigkeit der Messwerte
ein. Erschwerend kommt die im Vergleich zum Rattenherz um den Faktor 10 geringere
Masse des Mauseherzens hinzu (Gardin et al., 1995).

Dennoch konnten mit Hilfe eindimensionaler Messungen im echokardiographischen M-
Mode die relativen Anderungen der LVM bei adulten Tieren mit und ohne
linksventrikularer Hypertrophie ermittelt werden (Gardin et al., 1995; Collins et al., 2001;
Ghanem et al.,, 2006). Die Eindimensionalitait des M-Modes schrankt jedoch die
Genauigkeit dieser Methode stark ein und fihrt insbesondere bei juvenilen Tieren

aufgrund der asymmetrisch konfigurierten Organe zu einer systematischen



Uberschatzung der linksventrikuldren Masse (Youn et al., 1999; Ghanem et al., 2006).
Bessere Ergebnisse liefert die Berechnung der LVM mit Hilfe von 2D-
echokardiographisch gestltzten Algorithmen, wie der Area-Length-Method oder dem
Truncated-Ellipsoid-Algorithmus, allerdings ebenfalls vornehmlich bei adulten,
uniformgeometrischen Organen (Kiatschoosakun et al., 2002). Bei asymmetrisch
konfigurierten Organen kommt es ebenfalls zu starken Schwankungen und
Ungenauigkeiten bei der Bestimmung der LVM, da die beschriebenen Algorithmen auf
einer geometrischen Pramisse im echokardiographischen B-Mode beruhen, ausgehend
von einem Langenverhélinis der langen zur kurzen Achse von 2:1. Diese Tatsache
erklart somit den limitierenden Einsatz der 2D-echokardiographisch gestltzten
Algorithmen bei der Bestimmung der linksventrikuldren Muskelmasse im Mausmodell
(Tanaka et al., 1996; Dawson et al., 2004).

Im Gegensatz zur konventionellen Echokardiographie ermdéglicht die Magnet-Resonanz-
Tomographie (MRT) die Erstellung eines dreidimensionalen Datensatzes. Diese
Methode ist somit unabhéngig von den oben beschriebenen geometrischen Pramissen
der formelgestitzten 2D-Echokardiographie. Hinsichtlich der Bestimmung der LVM bei
hypertrophierten Organen liefert das MRT bei adulten Mausen gute Ergebnisse (Franco
et al., 1997). Darlber hinaus ist die exakte Bestimmung der entwicklungsbedingten
Veranderungen von Kkardialer Funktion und Masse in juvenilen, adoleszenten und
adulten Mausen, unabhangig vom jeweiligen Alter der Tiere, mobglich und bereits
erfolgreich untersucht (Wiesmann et al., 2000; Wiesmann et al., 2001). Dem gegeniber
stehen allerdings hohe Kosten, eine geringe Verflgbarkeit und ein GOberaus hoher
Zeitaufwand der durchzufihrenden Untersuchung, was den Einsatz des MRT vor allem
in groBen Studien erschwert (Dawson et al., 2004). Zudem bleibt das MRT mit einem
raumlichen Auflésungsvermdgen von 0,6 — 0,7 mm weit hinter der echokardio-
graphischen Bildgebung zurtck.

Durch die Entwicklung von hochauflésenden Echo-Systemen mit einer raumlichen
Auflésung von bis zu 20 ym stellt die rekonstruktive 3D-Echokardiographie (r3D-
Echokardiographie) eine echte Alternative zu den oben beschriebenen Methoden dar.
Sie beruht auf der Aufzeichnung von parallelen zweidimensionalen Schnittbildserien bei
konstanter EKG- und Atem-Triggerung mit Hilfe eines beweglichen computer-
gesteuerten transthorakalen 2D-Ultraschallkopfes. Die aufgezeichneten Bilder werden
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im Anschluss entsprechend der raumlichen Ausrichtung der Originalbildebenen
zusammengeflgt, so dass sich ein dreidimensionaler Datensatz ergibt. Diese
Bildgebung ermdglicht eine besonders genaue Bestimmung sowohl der LVM bei
Mausen mit und ohne regionalen linksventrikularen Dysfunktionen als auch von
funktionellen kardialen Parametern (Scherrer-Crosbie et al., 1999). Weiterhin konnten
Ghanem et al. 2007 zeigen, dass diese dreidimensionale Messmethode auch bei der
Massenbestimmung des linken Ventrikels im Infarktmodell bei Ratten zuverlassige und
reproduzierbare Ergebnisse liefert.

Die beschriebene Uberlegenheit der r3D-Echokardiographie gegeniiber der
konventionellen Echokardiographie bei der Bestimmung von linksventrikularen Volumina
und Massen konnte auch in bereits veréffentlichte klinische Studien am Patienten belegt
werden (Gopal et al., 1993; Gopal et al., 1994). Insofern ist diese Methode als
potentielle Alternative in der alltaglichen klinischen Diagnostik zu sehen.

Aufbauend auf den bisherigen Erkenntnissen zur Bestimmung der linksventrikularen
Funktion und Masse durch verschiedene echokardiographische Methoden im
Kleintiermodell, sind die Ziele der vorliegenden Arbeit:

1. nachzuweisen, dass die LVM von juvenilen, adoleszenten und adulten Mausen
im Alter von 11 — 111 Tagen durch die rekonstruktive 3D-Echokardiographie
zuverlassig und genau bestimmt werden kann und des Weiteren den
konventionellen Methoden, wie der Penn-Convention und der Area-Length-
Method, beziglich der linksventrikuldren Massenbestimmung Uberlegen ist.
Schwerpunkt dieser Arbeit ist vor allem die exakte Quantifizierung der LVM von
juvenilen Mausen im Alter von 11 — 28 Tagen.

2. dass dartber hinaus auch funktionelle linksventrikulare Parameter wie das
Schlagvolumen, die kardiale Auswurfleistung und die Ejektionsfraktion durch die
r3D-Echokardiographie im Mausmodell verlasslich bestimmt werden kénnen.

3. die Etablierung eines dreidimensionalen morphometrischen Messverfahrens als
Goldstandard zur Bestimmung der LVM und mittleren Wanddicke von gesunden
Mauseherzen im Alter von 11 — 111 Tagen.
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2 Material und Methoden
2.1 Echokardiographische Bildgebung

Die an den Mausen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche unterlagen den Auflagen der
Bezirksregierung Koéln und stimmten zudem mit den Forschungsrichtlinien flr Tiere und
Menschen der American Physiological Society Uberein (Tierschutzantragsnummer:
50.203.2 BN 07/06).

Insgesamt wurden 42 M&use (18 ménnlich, 24 weiblich) der Spezies C57BL/6 im Alter
von 11 — 111 Tagen untersucht. Die Haltung der Tiere erfolgte artgerecht in Kafigen mit
ausreichend Nahrung und Flissigkeit in einem 12/12 h Tag/Nacht Rhythmus bei
24 °C Raumtemperatur. Das Kérpergewicht der Tiere variierte je nach Altersgruppe
zwischen 4,60 g und 25,90 g.

Betrachtet man den Versuchsaufbau dieser Arbeit, so ist offensichtlich, dass die relativ
kleine OrgangrdéBe der Tiere eine hohe Anforderung an die echokardiographische
Bildgebung und Datenakquisition stellt. Abbildung 1 verdeutlicht dieses Problem und
zeigt den GrdBenvergleich eines 1 Cent Stlickes mit einem in dieser Arbeit verwendeten
Mauseherz.

Abbildung 1: Die Abbildung zeigt den GréBenvergleich eines Mauseherzens mit einem 1 Cent Stiick.
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FUr die echokardiographischen Untersuchungen wurden die Mause nach 11 (n = 3), 14
(n=6),19(n=7),21 (n=9),28 (n=5),55 (n=6)und 111 (n = 6) Tagen (Tabelle siehe
Anhang 6.1) (iber eine Gesichtsmaske in einer Narkosebox mit 3 % Forene® (Wirkstoff:
Isofluran) sediert und anschlieBend mit 0,8 — 1 % Isofluran bei 70 % Lachgasanteil und
30 % Sauerstoff per Intubationsnarkose anasthesiert. Um kardiodepressiven Effekten
vorzubeugen, wurde die Kerntemperatur der Mause von 37 °C durch ein Warmepad mit
Feedback Mechanismus gesichert. Simultan zur echokardiographischen Bildgebung
wurde ein EKG abgeleitet, um den Herzrhythmus der Tiere wahrend der Untersuchung
monitoren zu kénnen. Dabei entsprach die aufgezeichnete Herzfrequenz wahrend der
Untersuchungen dem physiologischen Bereich von durchschnittlich 440 Schlagen pro
Minute (Kramer et al., 2000). Die echokardiographischen Untersuchungen und die
entsprechende histomorphometrischen Auswertungen wurden fir jede Kohorte am
gleichen Tag durchgefihrt. Nach den echokardiographischen Untersuchungen wurden
die Organe entnommen und histologisch aufgearbeitet.

Die Herzultraschalluntersuchung wurde unter der Verwendung eines hochauflésenden
15 MHz Linearschallkopfes (Alt CL 15-7) mit einer Bildrate von 280 Hz (HDI-5000
Colorflowdoppler, Philips Medical Systems) durchgefiihrt. Nach abgeschlossener
echokardiographischer Datenakquisition erfolgte die methodenspezifische Auswertung
der digital abgespeicherten Datensatze.

Die eindimensionale M-Mode Bildgebung wurde in der parasternalen kurzen Achse in
Hoéhe des Papillarmuskels aufgezeichnet. Eine adaquate Bildgebung lag definitions-
gemaB dann vor, wenn sowohl die endokardialen als auch die epikardialen Grenzen
eindeutig zu visualisieren waren.

In zweidimensionaler B-Mode Bildgebung wurde anschlieBend die parasternale kurze
und lange Achse mit Hilfe eines computergesteuerten Stativs flr die Dauer von 20
Herzzyklen in jeder Bildebene aufgenommen. Jede Bildebene wurde dreimal akquiriert,
um die Reproduzierbarkeit und Vergleichsprazision der Untersuchung sicherzustellen.
So ergab sich durch das Zusammenflgen der einzelnen aufgezeichneten parallelen
Kurz- und Langsachsenschnitte ein echokardiographischer dreidimensionaler Datensatz

mit einer Schichtdicke von 500 um pro Etage.



-13 -

Abbildung 2: A: Prinzip der M-Mode Echokardiographie. Die Abbildung zeigt den Verlauf des Echostrahls
in der parasternalen kurzen Achse durch den linken Ventrikel. B: Aufzeichnung des echokardio-
graphischen M-Modes des selben Herzquerschnitts in der korrespondierenden Bildebene in vivo. C:
Parasternale kurze Achse der B-Mode Echokardiographie in vivo. D: Parasternale lange Achse in vivo im
echokardiographischen B-Mode. E und F: Ubersicht der schematisch berechnete Flachen und Distanzen
im B-Mode. A1 und A2 reprasentieren die endo- und epikardiale ROI, L die Lédnge des linken Ventrikels
und B den Innendurchmesser des linken Ventrikels in H6he der Papillarmuskelebene.
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Fur die Bestimmung der aortalen Flussgeschwindigkeit und des Velocity Time Integrals
(VTI) wurden weitere Dopplerultraschall Untersuchungen durchgefiihrt (siehe Abbildung
3). Um genaue Messwerte zu garantieren wurde der PW-Messbereich (Sample Volume)
eines hochauflésenden Ultraschallsystems (10 — 15 MHz) mit einer Bildrate von
mindestens 200 Bildern/Sek. bei einem Zoom von 2 — 3 cm Tiefe und einem Schall-
winkel von 60° konfiguriert. Die Durchlaufgeschwindigkeit des Bildschirms wurde auf
100 — 200 mm/Sek. eingestellt (Stypmann, 2007).
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Abbildung 3: Aufzeichnung des Doppler-Ultraschalls in Hohe der Aortenklappe. Aus den erfassten Daten
lasst sich das Velocity Time Integral (VTI) und die aortale Flussgeschwindigkeit ermitteln.

Im Anschluss an die Bildgebung erfolgte die Auswertung aller digital aufgezeichneten
Datenséatze durch einen erfahrenen Untersucher, wobei die relevanten Bildanteile der
Echokardiographiebilder unter anderem mit Hilfe von Regions of Interest (ROI) oder
konventioneller LAngenmessung analysiert wurden.

Aus dem eindimensionalen M-Mode Datensatz wurde der enddiastolische
Kammerdurchmesser und die Wanddicke des linken Ventrikels ausgelesen. Die Diastole
wurde durch die maximale R-Zacke im EKG definiert, um so die Reproduzierbarkeit fiir
alle Untersuchungen sicherzustellen. Des Weiteren wurde im M-Mode die Herzfrequenz
bestimmt. Zur Berechnung der LVM mit Hilfe der aufgezeichneten M-Mode Daten wurde
folgender Algorithmus verwendet (Penn-Convention):
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LVMpenn = 1,05 [(IVST + LVEDD + PWT)’— (LVEDD)’]

Gleichung 1: Berechnung der LVM basierend auf M-Mode Messwerten durch die Penn-Convention. Die
Zahl 1,05 (g/ml) gibt die spezifische Dichte des Myokards wieder. IVST und PWT stehen fir die
linksventrikulare Wanddicke im Bereich des Septums (IVST) und der Hinterwand (PWT). LVEDD steht flr
den linksventrikularen enddiastolischen Diameter (Devereux et al., 1977).

Ein zweiter Algorithmus zur Bestimmung der LVM basiert auf ausgelesenen Messwerten
der zuvor aufgezeichneten echokardiographischen B-Mode Bildern (Area-Length-
Algorithmus):

LVMarea-Lengtn = 1,05 [5/6 Ai(L+T) — 5/6 Az (L)]

Gleichung 2: Berechnung der LVM durch die Area-Length-Method. A1 und A2 reprasentieren die
endokardiale und epikardiale Grenze in der parasternalen kurzen Achse des B-Modes. Die Lénge (L) und
die durchschnittliche Wanddicke des linken Ventrikels (T) (parasternale lange Achse) flieBen ebenfalls als
Parameter in die Berechnung der LVM durch die Area-Length-Method ein. Die spezifische Dichte des
Myokards betragt auch hier definitionsgeman 1,05 g/ml (Collins et al., 2001; Reichek et al., 1983).

Aus den ausgemessenen Distanzen der parasternalen langen Achse im B-Mode wurde
zudem das endsystolische Volumen (ESV) und das enddiastolische Volumen (EDV) des
linken Ventrikels berechnet. Die 2D-echokardiographischen linksventrikuldren Volumina
ergaben sich aus den erhobenen systolischen und diastolischen Messwerten nach dem
Prinzip der Area-Length-Method:

VArea-Length= 5/6 x L x Aendo

Gleichung 3: Berechnung des 2D-echokardiographischen linksventrikuldren ESV und EDV nach der Area-
Length-Method. Die Volumina berechnen sich aus dem Produkt der Organlédnge (L), der endokardialen
Flache in H6he der Papillarmuskelebene (Aendo) und dem Faktor 5/6.

Des Weiteren wurde der aortale Diameter im Bulbusbereich (D) aus der parasternalen
langen Achse ausgemessen. Unter Verwendung dieses Messwertes lieB sich

anschlieBend mit Hilfe der folgenden Formel die aortale Querschnittsflache berechnen:

Arota =TT X D2/ 4

Gleichung 4: Berechnung der aortalen Querschnittsflache nach dem Prinzip der Kreisformel. Der aortale
Diameter (D) wurde aus der parasternalen langen Achse des B-Modes in H6he des Aortenbulbus
ausgelesen.
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Die aortale Querschnittsflache in Hohe des Aortenbulbus ist als Messparameter fiir die
weitere Berechnung der dopplerechokardiographischen Auswurfleistung des linken
Ventrikels von groBer Bedeutung (siehe unten).

Unter der Verwendung der zuvor aufgezeichneten zweidimensionalen B-Mode Bildern in
der parasternalen kurzen Achse wurde in einem weiteren Analyseschritt eine
echokardiographische dreidimensionale Rekonstruktion durchgefiihrt, so dass sich aus
den Vermessungen der Bilder resultierend ein dreidimensionaler Datensatz ergab.
Aufgrund der manuellen Definition von endokardialen und epikardialen Grenzen durch
ROIs und das Auslesen von endokardialer und epikardialer Flache in der parasternalen
kurzen Achse jeder Bildebene ergaben sich durch Multiplikation der so gewonnen Daten
mit der Schichtdicke von 500 um etagenspezifische Messwerte wie das endo- und
epikardiale Volumen bzw. das myokardiale Volumen des linken Ventrikels. Durch
Addition dieser etagenspezifischen Messwerte wurden so nach der Methode der
Scheiben (Kanno et al., 2002) die linksventrikularen Parameter LVM, ESV und EDV
bestimmt. Diese werden auch als herzspezifische MessgréBen zusammengefasst. Das
beschriebene Prinzip der rekonstruktiven 3D-Echokardiographie erlaubte so eine sehr
genaue Oberflachenrekonstruktion und eine quantitative Analyse jedes einzelnen
echokardiographischen Schnittbildes.

Anhand der durch 2D-Area-Length-Method und r3D-Echokardiographie erhobenen
Messwerte wurde ferner die echokardiographische kardiale Auswurfleistung des linken

Ventrikels als funktioneller Parameter nach folgender Formel bestimmt:

CO =HF xSV

Gleichung 5: Berechung der kardialen Auswurfleistung. Multipliziert man die Herzfrequenz (HF) der
jeweiligen Maus mit dem 2D-echokardiographischen bzw. r3D-echokardiographischen errechneten
Schlagvolumen (SV), so erhalt man die kardiale Auswurfleistung (CO) des linken Ventrikels in ml/min.

Das 2D- und r3D-echokardiographisch berechnete Schlagvolumen des linken Ventrikels
ergibt sich per definitionem aus der Differenz von enddiastolischem und
endsystolischem Volumen (SV = EDV - ESV). Multipliziert man das ermittelte
Schlagvolumen mit der Herzfrequenz (HF) des jeweilige Tieres zum
Untersuchungszeitpunkt, so ergibt sich die kardiale Auswurfleistung des linken Herzens

in ml/min.
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Darlber hinaus wurde die 2D- bzw. r38D-echokardiographische Ejektionsfraktion (%)
bestimmt, welche sich definitionsgemalB aus dem Quotienten des Schlagvolumens und
des enddiastolischen Volumens berechnen lasst.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Bestimmung der kardialen Auswurfleistung bietet die
Dopplerultraschalluntersuchung. Mit Hilfe der aufgezeichneten Dopplerdatenséatze
wurde zum einen das Geschwindigkeits-Zeit-Integral (VTI = Velocity Time Integral) und
zum anderen die aortale Flussgeschwindigkeit als weiterer funktioneller Parameter
bestimmt. Aus dem Produkt des ermittelten VTI und der Querschnittsflache der aortalen
Ausflussbahn (Aaorta) in HOhe des Bulbus (s.0.) konnte zunachst das Schlagvolumen des
linken Ventrikels errechnet werden. Wie bereits oben beschrieben, wurde dieser Wert
ebenfalls mit der Herzfrequenz multipliziert und somit die kardiale Auswurfleistung in

ml/min durch dopplerechokardiographisch bestimmte Messwerte berechnet:

CODoppIer = VTI x Aaorta X HF

Gleichung 6: Berechnung der kardialen Auswurfleistung auf der Basis dopplerechokardiographisch
erhobener Messdaten.

Nach abgeschlossener echokardiographischer Datensatzerfassung wurden die
narkotisierten Tiere durch eine zervikale Uberstreckung getdtet, das Organ
schnellstmdglich enthommen und Uberfihrt. Im Anschluss folgte die histologische
Aufarbeitung und histomorphometrische Auswertung der bereits zuvor echokardio-

graphisch untersuchten Organe.
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2.2 Histologische Verfahren und Mikroskopie

Nach Entnahme der Organe wurden diese zlgig in eine Kardioplegielésung tberflhrt
(Protokoll siehe Anhang 6.2). Dies fuhrte zu einer myokardiale Relaxation und
ermoglichte so unter reproduzierbaren Bedingungen eine spatere Fixation der Organe.
Die Fixation der entnommenen Organe erfolgte in einer 4%igen Roti Histofix® PFA-
Lésung (Zusammensetzung: 4 % Formaldehyd, 1,1 % Methanol, pH = 7). AnschlieBend
wurden die Herzen flr 12 — 18 h bei 4 °C kihl gelagert. Im weiteren Verlauf folgte die
histologische Aufarbeitung. Jedes Herz wurde in einem 20 °C warmen Wasserbad flir
2 h gespult und hinterher in einen Einbettautomaten (Microm STP-120) Uberflhrt. Hier
durchliefen die Organe in insgesamt 16 h einen zuvor optimierten Einbettprozess
(Protokoll siehe Anhang 6.2).

Im Anschluss an den Einbettprozess nach dem oben beschriebenen Protokoll wurden
die Organe mit dem Apex nach unten zeigend in spezielle Einbettkassetten gelegt und
mit einem > 60 °C heiBem Paraffingemisch mittels EingieBautomaten (Microm EC 350-1)
in Paraffinblocken fixiert (Romeis, 1998). Von groBer Bedeutung war die exakte
Ausrichtung der Organe, um im weitern Verlauf bei der Verwendung des Mikrotoms
parallele Schnitte zur Herzbasis garantieren zu kénnen. Bei einer Temperatur von 4 °C
folgten weitere 14 h in einem Kihlautomaten.

Am Folgetag wurden nach einem speziellen Schnittprotokoll (Protokoll siehe Anhang
6.2) mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica SM 2000 R) die histologischen Schnittpraparate
hergestellt. Das Protokoll begann jeweils auf der Vorhofebene eines jeden Organs
parallel zur artrioventrikularen Grenze, so dass durch diesen spezifischen Fixpunkt die
Bedingungen der Reproduzierbarkeit gegeben waren. Nach Entfernung der Vorhof-
region wurden die Organe bei intracavitarer Blaschenbildung gegebenenfalls erneut mit
Paraffin ausgegossen, um qualitativ hochwertige Mikrotomschnitte zu ermdglichen.

Die 10 um dicken Mikrotomschnitte wurden direkt nach ihrer Herstellung in ein 38 °C —
40 °C warmes Wasserbecken Uberfihrt und nach kurzer Verweildauer auf einen
Objekttrager aufgezogen (Romeis, 1998). Im Anschluss trockneten die Objekttrager in
einem auf 38 °C — 39 °C temperierten Brutschrank mit einer AuBenluftventilatoraktivitat
von 2/6. Die Temperaturkurven der Rechnerlberwachung zeigten flir die gesamte
Versuchsreihe einen konstanten Verlauf. Die Gesamttrocknungszeit betrug 14 — 22 h.
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Abbildung 4: Das abgebildete Flussdiagramm verdeutlicht die durchgeflhrte Arbeitsroutine beginnend mit
der histologischen Aufarbeitung der Organe, der anschlieBenden Mikroskopie, der histomorphometrischen
Auswertung und der statistischen Analyse der gewonnen Messdaten. Die zuvor hlstologlsch aufgearbei-
teten Praparate wurden mit einem Nikon® Eclipse 80i Mikroskop und der verwendeten Lucia® 5 1 Software
fotografiert und als Bilddatei (jpeg) abgespeichert. Es folgte die Bildanalyse durch AnaIyS|S 3.2 und das
Ubertragen der gewonnen Werte in eine Excel®-Tabelle, mit dessen Hilfe zusatzlich die mittlere
Wanddicke des linken Ventrikels berechnet wurde Die FileMaker® Datenbank errechnete im Anschluss
die LVM, die EF, das ESV und das EDV. Orlgln 7 bzw. MedCalc® dienten im letzten Schritt als statis-
tische Analyseprogramme.

Nach der Trocknungszeit durchliefen die Objekttrager in Féarbeschiffchen ein
modifiziertes HE-Farbeprotokoll (Protokoll siche Anhang 6.2). Die HE-Ubersichtsfarbung
erwies sich in den Voruntersuchungen zur Unterscheidung verschiedener
Gewebestrukturen als ideal und garantierte so eine optimale spatere histomorpho-
metrische Auswertung und Bestimmung der LVM.

Unmittelbar nach der Ubersichtsfarbung wurden die Praparate mit Entellan® und einem
Deckgléaschen eingedeckelt, ehe sie fur 20 Minuten bei 21 °C Raumtemperatur
ausharteten.
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Die HE gefarbten Objekte wurden dann unter einem Mikroskop (Eclipse 80i) mit
einfacher VergroBerung (Objektiv: Nikon® CFI Plan UW 1x) mittels 5 Megapixel
Digitalkamera (Nikon® Digital Sight DS-5Mc-U1) fotografiert (Auflésung: 1280 x 960
Pixel = 1,23 Mpixel) und auf einer Recheneinheit abgespeichert. Zur Bearbeitung der
gescannten Objekte wurde die Lucia® 5.1 Software verwendet. Der hierbei festgelegte
MaBstab betrug fur jedes Praparat 5 mm (= 597 Pixel).

AnschlieBend folgte die histomorphometrische Auswertung der abgespeicherten
Bilddateien mit Hilfe der Analysesoftware AnalySiS® 3.2.
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2.3 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie dient in der vorliegenden Arbeit als dreidimensionales
Vermessungsverfahren fir die Auswertung der histologischen Datensatze. Die aus der
Vermessung resultierenden Ergebnisse werden im Folgenden als Goldstandard bei der
Bestimmung der LVM und der mittleren linksventrikuldaren Wanddicke verwendet und
den echokardiographischen Messwerten gegenibergestellt (siehe Kap. 3).

Zur Auswertung der Bilder diente die Bildanalysesoftware AnalySiS® 3.2, die zuvor
konfiguriert wurde. Um alle HE gefarbten Pixelanteile des gescannten Prdparats zu
Hilfe der

Farbschwellenwerte in Echtzeit eingestellt (siehe Abbildung 5). Dies ermdglichte eine

erfassen, wurden zundchst fir jedes Organ mit Software die

direkte Kontrolle durch den Untersucher und stellte somit die Prazision der

histomorphometrischen linksventrikularen Massenbestimmung sicher.
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Abbildung 5: Kalibrierung der Farbschwellenwerte zur Detektion der myokardialen Flache. Links: Nativ
Praparat. Mitte: Makrokalibrationsmeni mit den jeweiligen numerischen Farbschwellenwerten. Rechts:
Praparat nach der analytischen Auswertung. Nur spezifisch gefarbte Pixelanteile werden detektiert.

Vorab wurden die Messparameter definiert. Die Auswertung erfolgte durch das manuell
interpolierte Freihandpolygon. Dieser Vorgang erfolgte analog, wie bereits bei der
echokardiographischen Auswertung beschrieben. Zunachst wurde die endokardiale
Grenze manuell detektiert und der Umfang bzw. die Flache der endokardialen ROI in
der Diastole ausgelesen. Die Papillarmuskeln wurden definitionsgemaB erfasst und
flossen somit auch als myokardiale Masse in die Berechnung der LVM ein.

AnschlieBend wurde die epikardiale Grenzflache in der Diastole manuell vermessen.
Der rechte Ventrikel wurde weder bei der Bestimmung der LVM, noch bei der Detektion
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des epikardialen Umfangs bertcksichtigt. Aus dem zweiten Analyseschritt gingen somit
der epikardiale Umfang und die Querschnittsflache des gesamten linken Ventrikels
hervor.

Um die myokardiale Querschnittsflache zu berechnen, wurde zunachst mit Hilfe der
Analysesoftware ein spezielles Makro ausgearbeitet. Nach legen der ROl wurden alle
farbigen Anteile innerhalb der markierten Flachen auf ihre Farbidentitat Gberprift und ab
einem bestimmten Farbspekirum als Bestandteil des Myokards gewertet.
Voraussetzung hierflr war, dass alle Bestandteile des Myokards Uber mindestens ein
Bildpixel in Verbindung standen, um in die Berechnung einzuflieBen. Artefakte wurden
demzufolge nicht mit in die Berechnung der myokardialen Flache einbezogen, da sie
aufgrund der HE-Ubersichtsfarbung nicht farbig markiert waren und somit nicht dem
eingestellten Farbspektrum entsprachen.

: endokardiale Grenze
: epikardiale Grenze

: Blutkoagel

: Artefakt

: linker Ventrikel

: rechter Ventrikel

AR WN =

Abbildung 6: Ubersicht iiber die mit Hilfe des interpolierten Freihandpolygons manuell markierten
endokardialen und epikardialen Grenzen (gelbe Linie). Blutkoagel und Gewebeartefakte wurden bei der
Massenbestimmung extrahiert und infolgedessen nicht erfasst.

Das oben beschriebene Messverfahren zur Berechnung der LVM ist demzufolge
weitaus praziser als die reine Berechnung der Differenz von epikardialer und
endokardialer ROl zur Bestimmung der myokardialen Querschnittsflache (Kanno et al.,
2002; Dawson et al., 2004).

Die beschriebene Messroutine wurde bei jedem Praparat unter simultaner visueller
Kontrolle angewendet und ein gesamter Datensatz in dieser Art und Weise ausgewertet
(Protokoll siehe Anhang 6.2).
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Zusammenfassend ergaben sich aus der histomorphometrischen Auswertung letzt-
endlich folgende etagenspezifische Parameter: endo- und epikardialer Umfang, endo-
und epikardiale Flache sowie die myokardiale Querschnittsflache. Alle erhobenen
Messwerte wurden anschlieBend zur weiteren analytischen Auswertung in eine Excel®-
Datentabelle Ubertragen und abgespeichert.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die prazise Bestimmung der mittleren Wanddicke des
gesunden linksventrikuldaren Myokards. Da die mittlere Wanddicke nicht immer durch
einfaches Ausmessen genau zu bestimmen ist, wurde nach einem logischen Schema

folgende mathematische Formel entwickelt:

Aendo + Amyo Aendo
Wrotal = -

Gleichung 7: Berechnung der mittleren Wanddicke des linken Ventrikels aus der endo- und myokardialen
Flache (Happe, 2007).

Nach dieser Formel wurde die mittlere Wanddicke des linken Ventrikels als Differenz
zweier Radii betrachtet. Ry entspricht hier dem Radius der endokardialen ROl und R»
dem Radius der endokardialen ROI plus der myokardialen Flache (siehe Abbildung 7).

1'2 endokardiale ROI
+
Fliche Myokard

<+ >

I'l endokardiale ROT

mittlere Wanddicke = r,-r,

Abbildung 7: Schematische Berechnung der mittleren Wanddicke eines linksventrikularen Querschnitts.
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Um die Prazision der entwickelten Formel zu prifen, wurden mit Hilfe der Software 10
Wanddicken eines beliebig ausgewéahlten Herzquerschnitts manuell vermessen. Der aus
den manuell ausgemessenen Strecken resultierende Mittelwert wurde dann dem
Ergebnis der Formel zur Berechnung der mittleren Wanddicke des linken Ventrikels
gegentbergestellt und beide Resultate miteinander verglichen. Hier zeigt sich, dass die
formelgestitzte Berechnung der mittleren Wanddicke sehr genau ist. Es kommt
gegenlber der manuellen Vermessung lediglich zu einer Abweichung von 0,05 %.

mittlere Wanddicke: 95,88 Pixel
(manuell) (0,80 mm)

mittlere Wanddicke: 96,34 Pixel
(Formel) (0,81 mm)

Abweichung: 0,05 %

Abbildung 8: Zur Ermittlung der linksventrikuldren Wanddicke wurden 10 Strecken manuell detektiert und
der Mittelwert dieser Messungen bestimmt. Der konventionell ermittelte Messwert wurde dann dem
mathematisch ermittelten Messwert gegenibergestellt (Happe, 2007). Der Vergleich von manuell und
mathematisch ermittelter Wanddicke zeigt einen Fehler von 0,05 %.

Als letzter Schritt lieB sich im Folgenden aus den histomorphometrisch erhobenen
Parametern mit Hilfe der Datentabelle die dritte Dimension berechnen. Fir jedes Tier
ergaben sich so herzspezifische Messwerte, wie Organlange, Volumina und
linksventrikulare Masse.

AnzEtagen

Lange = z Etagenbreite

ersteEtage

Gleichung 8: Berechnung der Organlange. Aus der Anzahl der Etagen, multipliziert mit der Etagenbreite,
ergibt sich die Lédnge des Organs in mm (Kanno et al., 2002).
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Die Organlange in mm resultierte aus der Anzahl der Etagen multipliziert mit der
spezifischen Schichtdicke des jeweiligen Organs (siehe Gleichung 8).

Etagenbreite
—

Linge

Abbildung 9: Das Schema veranschaulicht die dreidimensionale Rekonstruktion des linken Ventrikels und
die Bestimmung von LVM (links) und Organlange (Rechts).

Das Volumen des Myokards berechnete sich aus den jeweiligen myokardialen
Querschnittsflachen der einzelnen Etagen, multipliziert mit der spezifischen Etagenbreite
des betreffenden Organs (100 — 250 um). Das Produkt des berechneten Volumens mit
der definierten spezifischen Dichte des Myokards von 1,05 g/ml ergab im letzten
Rechenschritt die LVM als herzspezifischen Parameter (siehe Gleichung 9 und
Abbildung 9).

AnzEtagen

LVM = Myokarddichte x Z Myokardquerschnittsfliche x Etagenbreite

ersteEtage

Gleichung 9: Mathematische Berechnung der LVM. Multiplikation der jeweiligen myokardialen
Querschnittsflache mit der Etagenbreite und der Myokarddichte von 1,05 g/ml und anschlieBende Addition
der etagenspezifischen Messwerte ergibt die herzspezifische Gesamtmasse des linken Ventrikels (Kanno
et al., 2002).
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2.4 Statistische Analyse

Die ermittelten Messwerte der vorliegenden Arbeit sind jeweils als Mittelwert
+/-Standardabweichung (+/-SD) angegeben.

Um den linearen Zusammenhang der echokardiographisch und histomorphometrisch
erhobenen Messwerte zu ermitteln, wurde eine lineare Regressionsanalyse nach
Pearson durchgefihrt (Pearson R). Die lineare Regressionsanalyse ermdglicht aus den
kleinsten Abstandsquadraten der Beobachtungspunkte jene Gerade zu rekonstruieren,
die die Punktwolke des jeweiligen Diagramms optimal reprasentiert. Ein aus den
statistischen Analysen hervorgehender P-Wert von P < 0,05 (95 %-Signifikanzniveau)
wird hierbei als signifikant betrachtet.

Des Weiteren wurde eine Bland-Altman-Analyse (Bias-Plot) zur Uberpriifung der
Uberstimmung der Messwerte zweier verschiedener Messverfahren durchgefiihrt (Bland
und Altman, 1986). Die y-Achse reprasentiert dabei die Differenz der Wertepaare
(Methode 1 - Methode 2) und die x-Achse den jeweiligen Mittelwert der Methoden
(Fehler +/-2SD). So kénnen mit Hilfe des Bland-Altman-Plot zum einen intraindividuelle
Abweichungen und zum anderen systematische und proportionale Fehler erkannt
werden. Die mittlere Methodendifferenz beschreibt dariiber hinaus den Grad der
Ubereinstimmung der beiden untersuchten Messverfahren. Die Reproduzierbarkeit der
Untersuchungsmethoden ist definitionsgemaB dann gegeben, wenn 95 % der Metho-
dendifferenzen innerhalb der zweifachen Standardabweichung liegen.

Varianzanalyse und Student-t-Test dienten als datenanalytische und mustererkennende
statistische Verfahren, um Auskunft Ober die sich hinter den Daten befindlichen
GesetzmaBigkeiten zu erlangen.

Lineare Regressionsanalyse, ANOVA, Student-t-Test und Bland-Altman-Plot wurden mit
Hilfe der Analysesoftware Origin® Pro 7.0 (OriginLab Corporation Northampton, MA)
bzw. MedCalc® 7.2.0.0 durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Vorstellung der histologischen Ergebnisse

Auf Basis der in Kap. 2.3 beschriebenen histomorphometrischen Analyse der Praparate
mittels AnalySiS® 3.2 Software lassen sich aus den erhobenen Datensatzen zum einen
die linksventrikulare Masse der Organe und zum anderen die mittlere Wanddicke der
jeweiligen Organabschnitte berechnen. Die histomorphometrische LVM dient, wie
bereits erwahnt, als Referenzwert (Goldstandard) bei der Bestimmung der Masse des
linken Ventrikels durch die verschiedenen echokardiographischen Methoden.

Abbildung 10 veranschaulicht zundchst im Uberblick den Entwicklungsverlauf
verschiedener Messwerte Uber einen Zeitraum von 111 Tagen. Neben der Tibialange ist
das Koérpergewicht und das Herznassgewicht auf der y-Achse aufgetragen.

Tibialange (mm
[mm] ) 9 ( )
—&— Korpergewicht (g)
20 | —m— Herznassgewicht (mg) 200
15 - + 150
10 - 1100
5 + 50
0 0
11 14 19 21 28 55 111
[d]
1d 14 d 19d 21d 28 d 55 d 111 d
o 11,83 +/- | 1222 +/- | 1260+~ | 1249+ | 1250+ | 17.69 +/- | 18,65 +/-
Tibialange 1,38 1.71 1.43 0.96 1.00 0.88 1.88
) . 743+ | 757+- | 6914/ | 742+~ | 1085+~ | 16,07 +- | 22,30 +/-
Korpergewicht 0,60 1,23 0,54 1,28 0,70 3,44 2,02
. 52,53 +/- | 4548 +/- | 49,46 +/- | 51,80 +/- 101,23 +/- | 192,80 +/-
Herznassgewicht | ™, oo 7.84 4,61 4.07 nb 15,53 34.97

Abbildung 10: Die Graphik zeigt den Verlauf der Durchschnittswerte von Tibialdnge (mm), Kérpergewicht
(g) und Herznassgewicht (mg) er jeweiligen Kohorten (P11 (n = 3), P14 (n = 6), P19 (n = 7), P21 (n = 9),
P28 (n = 5), P55 (n =6) und P111 (n = 6) Tagen) Gber 111 Tage.
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Die berechneten Mittelwerte der Tibialange nehmen im Verlauf ab dem 21. Tag
kontinuierlich zu. Die durchschnittliche Lange der Tibia liegt in der Entwicklungsstufe
P11 bei 11,83 +/-1,38 mm. Von 12,49 +/-0,96 mm (P21) steigt die Lange dann auf 17,69
+/-0,88 mm (P55) an und ergibt fir P111 am Ende der Untersuchung den maximalen
Durchschnittswert von 18,65 +/-1,88 mm. Aufféllig ist das stark zunehmende
Langenwachstum der Tibia zwischen dem 28. und 55. Entwicklungstag.

Das ermittelte Herznassgewicht zeigt einen &hnlichen Trend. Ab dem 21. Tag nimmt es
von 51,80 +/-4,07 mg stetig zu und erreicht nach 111 Tagen einen Mittelwert von 192,80
+/-34,97 mg. Aufféllig sind aber die je nach Entwicklungsstufe um den Faktor 2,46 —
4,86 erhdohten Durchschnittswerte des Herznassgewichts im Vergleich zur
Histomorphometrie. Einen Vergleich der Absolutwerte zeigt die Abbildung 11. Die
kleinste histomorphometrisch bestimmte LVM liegt hier bei 8,90 mg fir die Maus 18 der
Kohorte P21, die gréBte histomorphometrische LVM bei 51,79 mg fir die Maus 108 der
Kohorte P111. Die gewogenen Herznassgewichte liegen in einer GréBenordnung von
43,20 mg (Maus 22 / P21) bis 232,70 mg (Maus 110/ P111).

P111

300

@ Herznassgewicht
250 +— W Histomorphometrie

200

[mg] 150

P11 P14 P19 P21 P28
100 -

50

Abbildung 11: Gegenliberstellung der absoluten Messwerte von histomorphometrischer LVM und
Herznassgewicht. Auf der x-Achse sind die jeweiligen Tiere einer Altersgruppe und ihrer Identitdtsnummer
(ID) aufgetragen.
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Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass vor allem das Herznassgewicht bei gréBeren
Organen der Kohorten P55 und P111 zu Ungenauigkeiten tendiert und hier eine groBe
Schwankungsbreite aufweist. Vergleicht man beispielsweise die ermittelten histo-
morphometrischen Messwerte und das Herznassgewicht der Mause 92 und 94 der
Kohorte P55 und jene der Mause 105 und 107 der Kohorte P111 (Maus 92: 28,62 mg
vs. 85,20 mg, Maus 94: 27,33 mg vs. 123,90 mg bzw. Maus 105: 35,23 mg vs. 179,10
mg, Maus 107: 34,02 mg vs. 141,40 mg), so wird aus den jeweiligen Differenzen
deutlich, dass die histomorphometrische LVM der untersuchten Tiere einer
entsprechenden Altersgruppe nahezu identisch sind. Das Kkorrespondierende
Herznassgewicht variiert bei diesen Mausen jedoch stark. Aus der Gegenlberstellung
der Herznassgewichte ergibt sich eine Differenz von 38,70 mg fir die Mause 94 und 92
bzw. 37,50 mg fir die Mause 105 und 107. Demnach Uberschatzt das Herznassgewicht
die wahre LVM bei einer deutlichen Schwankung der Messwerte (siehe Abbildung 11).
Da das Herznassgewicht allerdings in zahlreichen Studien als Goldstandard bei der
Bestimmung der LVM verwendet wurde, folgt die Gegenuberstellung des
Herznassgewichts mit den echokardiographisch erhobenen Messwerten in Kap. 3.4
dieser Arbeit.

Das mittlere Kérpergewicht der untersuchten Tiere dieser Studie betragt 11,13 +/-5,84 g,
wahrend die gemessenen Absolutwerte in einem Wertebereich von minimal 4,60 g bis
maximal 25,90 g liegen. Die Abbildung 10 verdeutlicht den Entwicklungsverlauf des
ermittelten Kérpergewichts. Zwischen dem 11. und 21. Tag bleibt das Kérpergewicht der
Tiere mit 6,91 g — 7,57 g auf einem einheitlichen Niveau und nimmt wenn Uberhaupt nur
unbedeutend an Gewicht zu. Im weiteren Verlauf zeigt sich aber ab dem 21. (7,42
+/-1,28 g) bis zum 111. Tag (22,3 +/-2,02 g) eine stetige Zunahme des Gewichts.

Neben den bisher beschriebenen Ergebnissen bezlglich der Entwicklung von
Tibialange, Herznassgewicht und Kdrpergewicht wurde aus den histomorphometrisch
erfassten Daten dieser Arbeit neben LVM auch die mittlere Wanddicke des linken
Ventrikels berechnet (siehe Gleichung 7 und Abbildung 7). Die mittlere Wanddicke kann
unter Umstanden ein wichtiger Prognosefaktor flr das Fortschreiten einer Erkrankung
sein, da sie im Verlauf von kardialen pathologischen Prozessen, wie zum Beispiel nach
einem Herzinfarkt, arterieller Hypertonie oder aufgrund einer Kardiomyopathie, zunimmt
und somit den Krankheitsverlauf entscheidend beeinflusst.
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Abbildung 12 zeigt den Verlauf der Wanddicken von gesunden Tieren Uber einen
Untersuchungszeitraum von 111 Tagen. Es wird zwischen drei verschiedenen — den

basalen, intermediaren und apikalen — Anteilen des linken Ventrikels unterschieden.

1,40 -
1,20 - /I
1,00 -
0,80 -
[mm]
0,60 -
0,40 -
basal
0,20 —l— intermediar —
apikal
0,00 |
11 14 19 21 28 55 111
[d]
11d 14 d 19d 21d 28 d 55d 111d
basal 0,86 +/-0,06|0,92 +/-0,14|0,88 +/-0,07|0,75 +/-0,13|0,88 +/-0,09|1,04 +/-0,14 1,14 +/-0,06
intermediar 0,81 +/-0,03/0,89 +/-0,19|0,92 +/-0,11 /0,78 +/-0,06 0,99 +/-0,07 | 1,04 +/-0,06|1,20 +/-0,11
apikal 0,64 +/-0,12/0,72 +/-0,19|0,68 +/-0,11|0,63 +/-0,07|0,87 +/-0,14 /0,98 +/-0,27 1,02 +/-0,14

Abbildung 12: Zunahme der mittleren kardialen Wanddicken im Verlauf der Entwicklungsperiode von 111
Tagen (P11 (n = 3), P14 (n = 6), P19 (n =7), P21 (n = 9), P28 (n = 5), P55 (n = 6) und P111 (n = 6)). Es
wird zwischen basalem, intermedidrem und apikalem Wandanteil des linken Ventrikels differenziert.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die mittlere Wanddicke im Laufe der Zeit in allen
Abschnitten des linken Ventrikels zunimmt. Aufféallig ist allerdings, dass der apikale
Abschnitt in der gesamten Entwicklung stets eine geringere mittlere Wanddicke
aufweist, als der intermediare und basale Ventrikelabschnitt. Apikal betragt die mittlere
Wanddicke am Untersuchungstag 11 0,64 +/-0,12 mm und erreicht bis zum 111. Tag
einen Maximalwert von durchschnittlich 1,02 +/-0,14 mm. Die mittleren Wanddicken far

den intermedidren und basalen Anteil des Ventrikels unterscheiden sich in den

jeweiligen Altersklassen (Uber den angegebenen Untersuchungszeitraum nur

geringflgig. Zu Beginn (11. Tag) liegt die mittlere Wanddicke im intermediaren Bereich
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bei 0,81 +/-0,03 mm, im basalen Ventrikelbereich bei 0,80 +/-0,06 mm. Die maximale
Wanddicke liegt laut Studie fir die Alterklasse P111 bei 1,20 +/-0,11 mm im
intermediaren und 1,14 +/-0,06 mm im basalen Abschnitt des linken Ventrikels. Dies
bedeutet einen Unterschied von 0,18 mm bzw. 0,12 mm im Vergleich zur apikalen

Herzwand nach 111 Tagen.
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3.2 Nicht-invasive Bestimmung der LVM im Mausmodell: Histomorphometrie und

verschiedene echokardiographische Methoden im Vergleich
3.2.1 M-Mode Echokardiographie (Penn-Convention)

Eine etablierte echokardiographische Methode zur Bestimmung der LVM ist die Penn-
Convention. Sie stitzt sich auf den eindimensionalen M-Mode. Um diese Methode mit
den anderen echokardiographischen Methoden hinsichtlich der Genauigkeit bei der
Bestimmung der LVM zu vergleichen, wurde eine lineare Regressionsanalyse von M-
Mode basierter Berechnung der LVM und histomorphometrischer LVM durchgefuhrt
(siehe Abbildung 13). Die histomorphometrisch berechnete LVM dient hier als
Referenzwert zur Uberpriifung der echokardiographischen Prazision bei der Erfassung
der Masse des linken Ventrikels von neonatalen, adoleszenten und adulten Mausen.
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Abbildung 13: Oben: Lineare Regressionsanalyse der LVM-Messwerte von Histomorphometrie und Penn-
Convention. Die gestrichelte Linie bildet die Identitatslinie ab. Unten: Bland-Altman-Plot.
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Die Analyse der LVM-Messwerte ergibt in der vorliegenden Studie keine signifikante
Korrelation (R = 0,59, P < 0,0001, SEE = 4,79 mg) und liefert somit das schlechteste
Ergebnis im Vergleich zu den Ubrigen untersuchten Methoden.

Um beide Methoden miteinander zu vergleichen wurden die ermittelten Messwerte in
einem Bias-Plot gegeneinander aufgetragen. Die y-Achse reprasentiert dabei die
Differenz der beiden Methoden (Methode 1 - Methode 2) und die x-Achse den Mittelwert
der Methoden (siehe Abbildung 13). Die Bland-Altman-Analyse zeigt eine mittlere
Methodendifferenz von -1,80 mg zwischen Histomorphometrie und Penn-Convention.
Diese ist im Vergleich zu den weiter unten beschriebenen Methoden weitaus niedriger,
allerdings liegen lediglich 94,8 % der Werte innerhalb der oberen und unteren
Ubereinstimmungsgrenze von +/-15,80 mg (+/-2SD). Ein proportionaler Fehler ist dem
Bland-Altman-Plot nicht zu entnehmen, allerdings streuen die Werte deutlich um die
mittlere Methodendifferenz von -1,80 mg. Dies kdnnte unter Umstanden auf einen
systematischen Fehler hindeuten.

3.2.2 2D-Echokardiographie (Area-Length-Method)

Die Berechnung der LVM durch 2D-echokardiographische Algorithmen wurde bereits in
verschiedenen Studien untersucht und stellt zur Zeit eine weitere etablierte Methode in
der Phanotypisierung von Mausen dar. Die echokardiographischen Untersuchungen
waren in dieser Arbeit bei allen Tieren ab dem 11. Tag in adaquater Bildqualitat méglich,
so dass die aufgezeichneten B-Mode Bilder genau ausgemessen werden konnten.
Insgesamt wurden Daten von 39 Tieren fir die Berechung der LVM durch die 2D-
Echokardiographie ausgelesen.

Die Abbildung 14 zeigt die lineare Regressionsanalyse der LVM-Messwerte errechnet
durch 2D-echokardiographisch basierten Area-Length-Algorithmus und Histomorpho-
metrie. Die abgebildete Regressionsanalyse ergibt eine eindeutig signifikante
Korrelation von Area-Length-Method und histomorphometrisch ermittelten Massewerten
(R =0,90, P < 0,0001, SEE = 12,62 mg). Der lineare Zusammenhang der beiden unter-
suchten Methoden ist mit R = 0,90 bedeutend besser als die korrespondierende Analyse
von Penn-Convention und Histomorphometrie (siehe Kap. 3.2.1). Folglich ist die 2D-
Echokardiographie der eindimensionalen Methode bei der linksventrikularen Massen-

bestimmung bei weitem Uberlegen.
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Die dargestellte Bland-Altman-Analyse zeigt jedoch eine systematische Uberschatzung
der LVM durch die auf 2D-echokardiographischen Messdaten basierende Area-Length-
Method. Die LVM wird bis zu einem Faktor von 3,7 deutlich Uberschatzt. Der Grad der
Uberschatzung der LVM-Messwerte nimmt auBerdem mit ansteigender GroBe der
Masse zu. Dies kann als streng proportionaler Fehler interpretiert werden. Mit -43,80 mg
ist die mittlere Methodendifferenz zudem wesentlich héher als jene beim Vergleich von
r3D-Echokardiographie und Histomorphometrie. Dennoch ist die Reproduzierbarkeit der
Methode gegeben, da sich 97,4 % der Messwerte innerhalb der zweifachen
Standardabweichung mit einer oberen und unteren Ubereinstimmungsgrenze von
+/-39,30 mg befinden.
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Abbildung 14: Oben: Lineare Regressionsanalyse von histomorphometrisch und 2D-echokardiographisch
errechneter LVM. Die gestrichelte Linie bildet die Identitatslinie ab. Unten: Bland-Altman-Plot.
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3.2.3 Rekonstruktive 3D-Echokardiographie

Aufgrund der ausgezeichneten Bildqualitat im echokardiographischen B-Mode konnten
die endo- und epikardialen Grenzen in der parasternal kurzen und langen Achse des B-
Modes bei alle Tiere ab dem 11. Tag fir die dreidimensionale Rekonstruktion exakt
abgegrenzt werden, so dass die ROls in der Auswertung der Datenséatze prazise gelegt
werden konnten.
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Abbildung 15: Oben: lineare Regressionsanalyse: r3D-Echokardiographie vs. Histomorphometrie (y = 1,9x
+ 5,68, R = 0,95, P < 0,0001, SEE = 6,074 mg). Die gestrichelte Linie bildet die Identitatslinie ab. Unten:
Bland-Altman-Plot.

Die lineare Regressionsanalyse von histomorphometrisch und r3D-echokardiographisch
ermittelter LVM in der Diastole ergibt mit R = 0,95 eine signifikante Korrelation fir die
gesamte Population der 42 Mause umfassenden Studie (siehe Abbildung 15). Dieses
Ergebnis verdeutlicht einen sehr engen linearen Zusammenhang zwischen dem
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Goldstandard und r3D-echokardiographisch ermittelten LVM (R = 0,95, P < 0,0001,
SEE = 6,07 mg). Die ermittelte Korrelation ist deutlich besser als die korrespondierende
Analyse von M-Mode Echokardiographie (Penn-Convention) und Histomorphometrie
bzw. Area-Length-Method und Histomorphometrie (siehe Kap. 3.2.1 und Kap. 3.2.2).

In der Bland-Altman-Analyse betragt die durchschnittliche Methodendifferenz beim
Vergleich von r3D-Echokardiographie und Histomorphometrie -25 mg, was als
systematische r3D-echokardiographische Uberschatzung der LVM zu interpretieren ist.
Gleichwohl féllt die Fehleinschatzung der LVM im Vergleich zur 2D-Echokardiographie
moderater aus. Dies verdeutlicht auch die Gegenlberstellung der echokardio-
graphischen Mittelwerte der jeweiligen Kohorten. Die Uberschatzung der LVM durch die
r3D-Echokardiographie betragt hier je nach Altersklasse das 1,8 — 2,4fache, wobei der

Faktor mit 2,4 fir P21 und P28 am gréBten ist (siehe Abbildung 16).

140

M Histomorphometrie
Or3D-Echokardiographie
100 — W Area-Length-Method

B Penn-Convention

120 +—

80
[mg]
60
40
20 -
0 _
11 14 19 21 28 55 111
[d]
114 144 194 21d 28 d 55 d 114
Histomorohometric 1014 +/- | 18,40 +/- | 16,30 +/- | 11,60 +/- | 20,03 +/- | 2913 +/- | 39,66 +/-
P 2.03 5.17 1.49 1.82 2.82 3.29 6.81
. . 39.25 +/- | 33.69 +/- | 3538 +/- 2795 +/- | 48.20 +/- | 64,88 +/- | 8321 +/-
r3D-Echokardiographie 312 5,52 4.21 419 3.72 6.79 6.75
53.80 +/- | 5135 +/-  44.94 +/- 4253 +/- | 61,03 +/- | 91,87 +/- | 116,04 +/-
Area-Length-Method 454 | 1284 | 593 5,21 880 | 1433 | 989
Senn-Comvention 20,25 +/- | 18,24 4/- | 20,53 +/- | 20,30 +/- | 26,28 +/- | 27,45 +/- | 30,28 +/-
243 3.06 2.66 4.80 2.66 5.68 6.30

Abbildung 16: Die Graphik zeigt die durch die verschiedenen Methoden errechneten LVM-Messwerte als
Mittelwert in mg zu den jeweiligen Entwicklungszeitpunkten (P11 (n = 3), P14 (n = 6), P19 (n = 7), P21
(n=9), P28 (n =5), P55 (n =6) und P111 (n = 6)). X-Achse: Alter in Tagen (d). Y-Achse: Masse in mg.
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Der Bias-Plot zeigt dartber hinaus einen streng proportionalen Fehler, da die Ab-
weichung mit zunehmender LVM zunimmt (vgl. Kap 3.2.2). Allerdings liegen nahezu alle
Messwerte (97,6 %) innerhalb des Intervalls der zweifachen Standardabweichung (95 %
Grenze) mit einer oberen und unteren Ubereinstimmungsgrenze von +/-21,20 mg. Somit

ist die Reproduzierbarkeit der Untersuchungsmethode definitionsgemal gegeben.
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3.3 Nicht-invasive Bestimmung der LVM juveniler Mause durch verschiedene
echokardiographische Untersuchungsmethoden

Einer der Schwerpunkte dieser Arbeit ist die Untersuchung der Giltigkeit von
verschiedenen echokardiographischen Methoden bezlglich der Bestimmung der LVM
bei juvenilen Mausen. Vordergrindig soll vor allem verdeutlicht werden, dass die
rekonstruktive 3D-Echokardiographie im Gegensatz zu den konventionellen etablierten
echokardiographischen Methoden nicht den beschriebenen methodenspezifischen
Limitationen unterliegt und somit exaktere Messwerte bei der Quantifizierung der Masse
des linken Ventrikels bei juvenilen Mausen im Alter von 11 — 28 Tage liefert.

Die schlechteste Korrelation der untersuchten Methoden liefert die Regressionsanalyse
von LVM-Messwerten der Penn-Convention und histomorphometrischer LVM

(y=0,32x + 15,85, R = 0,33, P < 0,09, SEE = 4,04 mQ).
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Abbildung 17: Oben: Lineare Regressionsanalyse von histomorphometrischer und M-Mode basierter
Berechnung der LVM. Unten: Bland-Altman-Plot.
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Bei einem Korrelationskoeffizienten von R = 0,33 und P < 0,09 besteht demnach kein
linearer Zusammenhang zwischen Penn-Convention und Histomorphometrie bei der
Bestimmung der LVM von juvenilen Mausen im Alter von 11 bis 28 Tagen. Folglich ist
der auf M-Mode echokardiographischen Messwerten basierende Algorithmus fir die
Berechnung der LVM bei derart jungen Tieren nicht aussagekraftig, da er nur ungenaue

Ergebnisse liefert und somit unzuverlassig und unbrauchbar ist (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 18: Oben: Lineare Regression von histomorphometrisch und 2D-echokardiographisch (Area-
Length-Method) berechneter LVM. Unten: Bland-Altman-Plot.

Abbildung 18 zeigt weiterflihrend das Ergebnis der linearen Regressionsanalyse von
2D-echokardiographisch basierter Berechnung der LVM bei juvenilen Mausen durch den
Area-Length-Algorithmus und histomorphometrischer LVM. Der Vergleich offenbart eine
signifikant bessere Korrelation (y = 1,46x + 25,27, R = 0,60, P < 0,0001, SEE = 7,85 mQ)
als die korrespondierende Regressionsanalyse von Penn-Convention und Histomorpho-
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metrie. Der berechnete Korrelationskoeffizient (R = 0,60) verdeutlicht einen wesentlich
starkeren linearen Zusammenhang zwischen 2D-Echokardiographie und Histomorpho-
metrie. Infolgedessen ist der Area-Length-Algorithmus fiir die Bestimmung der LVM bei
juvenilen Tieren brauchbarer als die Penn-Convention. Die Bland-Altman-Analyse
verdeutlicht allerdings eine systematische Uberschatzung der Masse durch die 2D-
echokardiographisch basierte Berechnung mittels Area-Length-Method (siehe Kap.
3.2.2). Die mittlere Methodendifferenz betragt hier demnach -32,40 mg. Die Tendenz zur
Uberschatzung der LVM durch die Area-Length-Method ist bei juvenilen Tieren erheblich
gréBer als bei den anderen beiden untersuchten echokardiographischen Methoden.
Ferner ist dem Bias-Plot ein proportionaler Fehler zu enthehmen, da sich mit steigenden
Massewerten die Abweichung von der mittleren Methodendifferenz vergréBert
(siehe Abbildung 18
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Abbildung 19: Oben: Vergleich der LVM Messwerte berechnet durch r3D-Echokardiographie und
Histomorphometrie. Unten: Bland-Altman-Plot.
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Die beste Korrelation ergibt sich bei der linearen Regressionsanalyse der LVM-
Messwerte von rekonstruktiver 3D-Echokardiographie und Histomorphometrie. Mit
R = 0,75 ist der lineare Zusammenhang zwischen den drei untersuchten echokardio-
graphischen Methoden und dem Goldstandard fir die r3D-Echokardiographie am
starksten (y = 1,39x + 12,79, R = 0,75, P < 0,0001, SEE = 5,38 mg). Der entsprechende
Bland-Altman-Plot zeigt eine vergleichsweise geringe mittlere Methodendifferenz von
-19,20 mg bei einer oberen und unteren Grenze der Ubereinstimmung von +/-10,90 mg
(+/-2SD). Die geringfiigige Uberschatzung der LVM durch die rekonstruktive 3D-
Echokardiographie wurde bereits zuvor beschrieben und zeigt sich ebenfalls bei der
Massenbestimmung des linken Ventrikels bei juvenilen Tieren (siehe Kap. 3.2.3). Das
AusmaB der Uberschatzung der LVM durch die r3D-Echokardiographie steigt auch in
diesem Kollektiv mit zunehmender Masse der Organe an und ist als proportionaler
Fehler zu interpretieren (siehe Abbildung 19).

—— Herznassgewicht 70 -
—l— Histomorphometrie 60 |
—@— Penn-Convention
50 -
—A— Area-Length-Method
. . 40 -
r3D-Echokardiographie
9rapi®| Img]
30
20 |
10 -
0
11 14 19 21 28
[d]
11d 14d 19d 21d 28d
Herznassgewicht 52,53 +/-2,85 | 45,48 +/-7,84 | 49,46 +/-4,61 | 51,80 +/-4,07 nb
Histomorphometrie 19,14 +/-2,03 18,40 +/-5,17 16,30 +/-1,49 | 11,60 +/-1,82 | 20,03 +/-2,82
Penn-Convention 20,25 +/-2,43 18,24 +/-3,06 | 20,53 +/-2,66 | 20,30 +/-4,80 | 26,28 +/-2,66
Area-Length-Method 53,80 +/-4,54 | 51,35 +/-12,84 | 44,94 +/-5,93 | 42,53 +/-5,21 | 61,03 +/-8,80
r3D-Echokardiographie | 39,25 +/-3,12 | 33,69 +/-5,52 | 35,38 +/-4,21 | 27,95 +/-4,19 | 48,20 +/-3,72

Abbildung 20: Bestimmung der LVM von juvenilen M&usen durch verschiedene echokardiographische
Messmethoden, Herznassgewicht und Histomorphometrie. Auf der y-Achse sind die jeweiligen Mittelwerte
der Kohorten P11 (n = 3), P14 (n = 6), P19 (n =7), P21 (n = 9), und P28 (n = 5) aufgetragen. Die x-Achse
zeigt das Alter der Tiere in Tagen.
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Zusammenfassend ist aber festzuhalten, dass die r3D-Echokardiographie die mit Ab-
stand besten und zuverlassigsten Ergebnisse bei der linksventrikularen Massenbestim-
mung von juvenilen C57/BL6 M&usen liefert. Darlber hinaus ist die Reproduzierbarkeit

der dreidimensionalen Vermessungsmethode auch bei juvenilen Tieren gegeben.
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3.4 Gegenuberstellung von Herznassgewicht und Echokardiographie

Das Herznassgewicht wurde in zurtickliegenden Studien haufig als Goldstandard bei der
Ermittlung der LVM verwendet, allerdings zeigten sich schon hier Ungenauigkeiten
bezlglich der genauen Massenbestimmung des linken Ventrikels. Aufgrund dessen
wurde diese Methode als Goldstandard bereits in Frage gestellt.

Die ermittelten Ergebnisse dieser Arbeit konnten die bisherigen Erkenntnisse bestéatigen
und haben gezeigt, dass das Herznassgewicht zur exakten Quantifizierung der LVM im
Vergleich mit histomorphometrischen Messdaten in allen Untersuchungen unterlegen
ist. Das Herznassgewicht Gberschatzt die tatsachliche LVM aller untersuchten Tieren
dieser Studie in einem hohem MaBe und fahrt lediglich zu unverldsslichen Messwerten
(siehe Abbildung 11).
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Abbildung 21: Oben: Regressionsanalyse von Herznassgewicht und Area-Length-Algorithmus. Unten:
Regressionsanalyse von Herznassgewicht und r3D-Echokardiographie. Gestrichelte Linie: Identitatslinie.
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Aufgrund der groBen Schwankungsbreite bei der Bestimmung des Herznassgewichts
unter Verwendung einer Waage ist die Reproduzierbarkeit dieser Methode als LVM-
Aquivalent nicht gegeben und schrankt daher die Aussagekraft der ermittelten
Messwerte stark ein. Somit ist das Herznassgewicht als Referenzwert bei der
Untersuchung der echokardiographischen Giltigkeit zur linksventrikularen Massen-
bestimmung weiterhin kritisch zu hinterfragen.

Dennoch zeigt die lineare Regressionsanalyse von Herznassgewicht und rekonstruktiver
3D-Echokardiographie mit R = 0,92 einen signifikanten linearen Zusammenhang
(y =0,35x + 17,59, R = 0,92, P < 0,0001, SEE = 8,46 mq) fiir das Gesamtkollektiv der
37 erfassten C56BL/6 Mause. Herznassgewicht und Area-Length-Method korrelieren fiir
das Gesamtkollektiv ebenfalls signifikant (y = 0,48x + 26,75, R = 0,90, P < 0,0001,
SEE = 13,43 mg) (siehe Abbildung 21). Zwischen M-Mode basierter Berechnung der
LVM durch die Penn-Convention und Herznassgewicht besteht laut Regressionsanalyse
kein linearer Zusammenhang (y = 0,067x + 17,32, R = 0,60, P > 0,05, SEE = 4,88 mq)
(nicht abgebildet).

Der Methodenvergleich mittels Bland-Altman-Analyse verdeutlicht aber fir alle drei ver-
schiedenen echokardiographischen Methoden im Vergleich mit dem Herznassgewicht,
dass zum einen weniger als 95 % aller ermittelten Werte innerhalb des Intervalls der
zweifachen Standardabweichung liegen, was die These der mangelhaften Reproduzier-
barkeit stltzt und zum anderen den jeweiligen Bias-Plots ein strenger proportionaler
Fehler zu entnehmen ist (nicht abgebildet).

Die Korrelation von Herznassgewicht und echokardiographisch ermittelter LVM bei
jungen Tieren unter 28 Tagen fuhrt bei keiner der drei untersuchten
echokardiographischen Methoden zu einem signifikanten Ergebnis. Ein linearer
Zusammenhang ist laut Regressionsanalyse zwischen Herznassgewicht und den
jeweiligen Methoden ausgeschlossen (nicht abgebildet). Vergleicht man diese
Ergebnisse mit den Regressionsanalysen von Histomorphometrie und echokardio-
graphischen Methoden bei juvenilen Mausen, so zeigt sich, dass das Herznassgewicht
aufgrund von Fehleinschatzungen als Aquivalent zur LVM vor allem bei juvenilen

Mé&usen unbrauchbar ist.
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3.5 Echokardiographische Parameter der linksventrikularen Funktion

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung der r8D-Echokardiographie im Bezug
auf die zuverlassige und prazise Bestimmung von linksventrikularen Funktions-
parametern im Mausmodell. Neben der echokardiographischen Erfassung der LVM ist
die Bestimmung von Parametern der linksventrikularen Funktion durch ein nicht-
invasives Untersuchungsverfahren wie der r3D-Echokardiographie von groBer
Bedeutung. Zum einen kommt es im Laufe der Zeit zu entwicklungsbedingten
Veranderungen der funktionellen Parameter, zum anderen ist es essenziell die
linksventrikulare Funktion nach pathologischen Prozessen im Verlauf exakt zu erfassen,
um somit eine korrekte prognostische Einschatzung beziglich des Krankheitsverlaufs
gewinnen zu kénnen. Tabelle 1 zeigt alle errechneten Mittelwerte der echokardio-

graphisch erfassten funktionellen Parameter in einer Zeitspanne von 21 — 55 Tagen.

Alter (d)
21 28 55
Anzahl (n) 9 4 6

HF (Schlage/min) 382,78 +/-71,02 325,00 +/-37,86 488,50 +/-34,43

SV Area-Length-Method (ul) 13,69 +/-3,72 23,47 +/-7,34 23,00 +/-9,10
SV r3D-Echokardiographie (ul) 9,79 +/-3,02 19,01 +/-3,00 21,14 +/-2,96
CO Area-Length-Method (ml/min) 5,39 +/-2,21 7,63 +/-2,38 11,24 +/-4,50
CO r3D-Echokardiographie (ml/min)| 3,90 +/-1,91 6,17 +/-1,07 10,34 +/-1,68
EF Area-Length-Method (%) 67,53 +/-12,19 78,42 +/-3,12 60,09 +/-15,26
EF r3D-Echokardiographie (%) 62,64 +/-7,52 76,43 +/-3,14 66,97 +/-7,13

AF (cm/s) 100,86 +/-24,82 126,50 +/-13,10 152,83 +/-25,98
VTI (cm) 17,56 +/-12,00 22,75 +/-15,71 26,33 +/-6,71
Ahorta (mm?) 1,39 +/-0,12 1,49 +/-0,28 1,90 +/-0,31
CO Doppler (ml/min) 10,44 +/-8,31 14,69 +/-9,66 24,34 +/-7,50

Tabelle 1: Mittelwerte funktioneller echokardiographischer Parameter (+/-SD) der C57BL/6 M&use zu
definierten Entwicklungszeitpunkten von 21, 28 und 55 Untersuchungstagen. HF: Herzfrequenz; SV:
Schlagvolumen; EF: Ejektionsfraktion; CO: kardiale Auswurfleistung, AF: aortale Flussgeschwindigkeit;
VTI: Velocity Time Integral; A: Querschnittsflache der Aorta.
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Die ermittelte Absolutwerte der Herzfrequenz variieren je nach Alter des untersuchten
Tieres von 300 — 540 spm. Betrachtet man die Mittelwerte der jeweiligen Kohorten, so
nimmt die mittlere Herzfrequenz innerhalb der 55 Untersuchungstage zu. Nach 21
Tagen ergibt sich ein Mittelwert von 382 +/-71,02 spm, welcher nach 55 Tagen auf einen
Maximalwert von 488,50 +/-59,96 spm ansteigt. Diese Messwerte stimmen mit bisher
publizierten Messwerten von adulten C57BL/6 Mausen Uberein (Tiemann et al., 2003).
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45,00 +—| SV Area-Length-Method (ul)

40.00 || 8 SV r3D-Echokardiographie (u) T 15,50
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/ T 7,50
15,00
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5,00 - ‘ 3,50
21 28 55
[d]
21d 28d 55 d
SV Area-Length-Method 13,69 +/-3,72 23,47 +/-7,34 23,00 +/-9,10
SV r3D-Echokardiographie 9,79 +/-3,02 19,01 +/-3,00 21,14 +/-2,96
CO Area-Length-Method 5,39 +/-2,21 7,63 +/-2,38 11,24 +/-4,50
CO r3D-Echokardiographie 3,90 +/-1,91 6,17 +/-1,07 10,34 +/-1,68

Abbildung 22: Verlauf der 2D- und r3D-echokardiographisch berechneten Schlagvolumina (pl) und
kardialen Auswurfleistung (ml/min) in Abhangigkeit von der Zeit fiir die Kohorten P21 (n = 9), P28 (n = 4)
und P55 (n = 6). Da sich die kardiale Auswurfleistung (CO) aus dem Produkt von SV und HF
zusammensetzt, zeigen beide Parameter einen annahernd ahnlichen Kurvenverlauf.

Das echokardiographisch errechnete Schlagvolumen des linken Ventrikels als wichtiger
Funktionsparameter steigt sowohl nach den 2D- (Area-Length-Method), als auch r3D-
echokardiographisch erfassten Messwerten vom 21. bis zum 55. Untersuchungstag
stetig an. Auffallig ist jedoch, dass das Schlagvolumen zwischen dem 28. und 55.
Entwicklungstag nicht in dem MaBe ansteigt, wie noch in den ersten 21 Tagen zuvor. Es
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bleibt im weiteren Verlauf auf einem nahezu einheitlichen Niveau. Bei der Betrachtung
der Absolutwerte sind die 2D-echokardiographisch bestimmten Schlagvolumina zu
jedem Untersuchungszeitpunkt gréBer als die korrespondierenden Messwerte der r3D-
Echokardiographie. Der prozentuale Unterschied betragt fir die Kohorte P21 im Mittel
28,4 % und fur die Kohorte P55 8,1 %.

Durch die echokardiographisch diagnostizierten funktionellen Messwerte lasst sich
weiterfihrend die kardiale Auswurfleistung in ml pro Minute berechnen (siehe Gleichung
5). Die kardiale Auswurfleistung ist ein weiterer bedeutsamer Parameter zur Beurteilung
der linksventrikularen Funktion und somit von groBem Interesse. Wie der Abbildung 22
zu entnehmen ist, nimmt die kardiale Auswurfleistung innerhalb der Entwicklungsperiode
von 55 Tagen deutlich zu. Dies gilt sowohl fir die 2D-, als auch fir die r3D-
echokardiographisch bestimmten Messwerte. Die kardiale Auswurfleistung steigt im
Laufe der Zeit von 5,39 +/-2,21 ml/min (Area-Length-Method) bzw. 3,90 +/-1,91 ml/min
(r3D-Echokardiographie) nach 21 Tagen auf 11,24 +/-4,50 ml/min (Area-Length-Method)
bzw. 10,34 +/-1,68 ml/min (r3D-Echokardiographie) nach 55 Tagen an. Anders als das
echokardiographisch berechnete Schlagvolumen nimmt die kardiale Auswurfleistung
zwischen dem 28. und 55. Tag weiter zu, was vor allem auf die Zunahme der
Herzfrequenz in diesem Zeitraum zurlckzuflhren ist.

Vergleicht man den Kurvenverlauf der 2D- und r3D-echokardiographisch berechneten
linksventrikularen Auswurfleistung, so wird deutlich, dass auch hier die 2D-
echokardiographisch erfassten Messwerte zu jedem Untersuchungszeitpunkt gréBer
sind, als die korrespondierenden r3D-echokardiographisch gemessenen Werte. Dieser
Verlauf zeigt sich ebenfalls, wie bereits weiter oben beschrieben, bei den 2D- und r3D-
echokardiographisch bestimmten Schlagvolumina. Da das Schlagvolumen als Faktor mit
in die Berechnung der kardialen Auswurfleistung einflieBt, sind die &hnlichen
Kurvenverlaufe dieser beiden Parameter leicht zu erklaren.

Stellt man die echokardiographisch erhobenen Messwerte der kardialen Auswurfleistung
in einer Regressionsanalyse gegentber, so ergibt sich mir R = 0,86 eine exzellente
Korrelation (y = 1,05x + 0,90, R = 0,86, P < 0,0001, SEE = 2,10 ml/min). Die Bland-
Altman-Analyse zeigt eine minimale Unterschatzung der kardialen Auswurfleistung
durch die r3D-Echokardiographie bei einer mittleren Methodendifferenz von
+1,20 ml/min. Ein systematischer bzw. proportionaler Fehler kann aufgrund der Bland-
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Altman-Analyse ausgeschlossen werden. Des Weiteren liegen 94,4 % der Werte
innerhalb der Ubereinstimmungsgrenzen von +/-4,00 ml/min (+/-2SD) (siehe
Abbildung 23). Folgerichtig ist festzuhalten, dass die r3D-Echokardiographie ebenso
zuverlassige Ergebnisse bei der Ermittlung der kardialen Auswurfleistung liefert wie die
bereits etablierte Area-Length-Method.
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Abbildung 23: Oben: Lineare Regressionsanalyse von 2D- (Area-Length-Method) und r3D-
echokardiographisch bestimmter kardialer Auswurfleistung (CO). Unten: Bland-Altman-Plot.

Auch die EF (%) wurde als funktioneller Parameter sowohl mit Hilfe der r3D-
Echokardiographie als auch durch die Area-Length-Method als zweidimensionales
Messverfahren bestimmt und die ermittelten Messwerte in einer statistischen
Auswertung analysiert. Die Bestimmung der EF (%) ist insofern von groBer Bedeutung,
als dass sie Auskunft tber die systolische Funktion und Arbeit des linken Ventrikels gibt.
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Die in dieser Arbeit ermittelten Mittelwerte der r8D-echokardiographischen EF (%) liegen
in zwei der drei untersuchten Kohorten um etwa 2 — 5 % unter den korrespondierenden
2D-echokardiographischen Messwerten (Area-Length-Method). Die gemessenen
Absolutwerte der beiden Methoden weichen ebenfalls nur in geringem MafBe
voneinander ab. Offensichtlich sind jedoch einige AusreiBer, die sich in der Regres-
sionsanalyse deutlich niederschlagen (ohne Berlcksichtigung der stark abweichenden
Messwerte: y = 1,12x - 4,3, R = 0,86, SEE = 5,83, P < 0,0001, n = 15). Insgesamt
zeigen jedoch 83,3 % der Messwerte eine gute Ubereinstimmung von 2D- und r3D-
echokardiographischer EF (%), so dass beide Verfahren gleichwertig erscheinen.

Mit Hilfe der durchgefiihrten Doppler Ultraschalluntersuchungen wurde des Weiteren die
aortale Flussgeschwindigkeit bestimmt. Dieser bedeutsame linksventrikulare Messwert
dient als wichtiger Parameter zur Beurteilung von Funktion und Beschaffenheit der
Aortenklappe. Die sonographisch ermittelte aortale Flussgeschwindigkeit nimmt laut
Doppleruntersuchung im Laufe der Entwicklung zu. Anfangs betrdgt die durch-
schnittliche Flussgeschwindigkeit 100,86 +/-24,82 cm/s (P21) und steigt dann von
126,50 +/-13,10 cm/s (P28) auf einen Maximalwert von 152,83 +/-25,98 cm/s am 55.
Untersuchungstag an.

Der Dopplerultraschall ermdglicht zudem die Bestimmung des linksventrikularen
Schlagvolumens. Hierfir muss zunachst das Velocity Time Integral in der Aorta
bestimmt werden. Das aus der dopplerechokardiographischen Aufzeichnung ermittelte
VTl flieBt dann als funktioneller Parameter in die dopplerechokardiographische
Berechnung des linksventrikularen Schlagvolumens ein. Die in der vorliegenden Studie
ermittelten Messwerte flhren zu folgenden Ergebnissen: Die ermittelten Messwerte
zeigen einen minimalen Durchschnittswert von 17,56 +/-12,00 cm flr die Altersgruppe
P21. Der maximale Durchschnittswert des VTI betragt 26,33 +/-6,71 cm (P55). Laut
dopplerechokardiographischen Messwerten nimmt das VTl vom 21. bis zum 55.
Entwicklungstag konstant zu, wie der Tabelle 1 zu entnehmen ist. Von 17,56
+/-12,00 cm (P21) steigt es auf 22,75 +/-15,71 cm (P28) an und erreicht am 55.
Untersuchungstag den ermittelten Messwert von 26,33 +/-6,71 cm. Auffallig sind jedoch
die hohen Standardabweichungen fiir die Altersgruppen P21 und P28.

Auch die aortale Querschnittsflache ist flr die Berechnung des doppler-
echokardiographischen Schlagvolumens von groBer Bedeutung. Die durchschnittliche
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Querschnittsflache in Héhe des Aortenbulbus betragt im Mittel 1,71 +/-0,39 mm?. Stellt
man die Entwicklung der Querschnittsflache Uber den Zeitraum der Studie dar, so wird
deutlich, dass diese an GréBe zunimmt und nach 55 Tagen einen Maximalwert von 1,90
+/-0,31 mm? erreicht.

Aus den ermittelten Messdaten lasst sich fortfilhrend mit Hilfe der Gleichung 6 die
dopplerechokardiographische kardiale Auswurfleistung des linken Herzens berechnen
(sieche Kap. 2.1). Analysiert man den Verlauf der dopplerechokardiographischen
Mittelwerte der kardialen Auswurfleistung, so steigen diese von 10,44 +/-8,31 ml/min fir
P21 auf 14,69 +/-9,66 ml/min (P28) an und erreichen am 55. Tag den Maximalwert von
24,34 +/-7,50 ml/min (P55). Diese Entwicklung der Mittelwerte ist denen der 2D-
echokardiographischen und r3D-echokardiographischen Diagnostik ahnlich.

Vergleicht man aber die dopplerechokardiographischen Absolutwerte mit den
entsprechenden Messungen der Area-Length-Method und r3D-Echokardiographie, so
divergieren die Dopplermesswerte flr einige der untersuchten Tiere im Vergleich zu den
Messwerten der anderen beiden Methoden erheblich.

Dies verdeutlicht auch die Regressionsanalyse der 2D- und r3D-echokardiographischen
Messwerte mit jenen der Dopplermessung, da beide Korrelationskoeffizienten keinen
linearen Zusammenhang zwischen den jeweiligen untersuchten Methoden
verdeutlichen. Zudem ist das Signifikanzniveau mit P > 0,05 fir beide statistische
Analysen nicht gegeben.
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4 Diskussion

Aufgrund der groBen Bedeutung der Etablierung einer nicht-invasiven
Untersuchungsmethode zur Phanotypisierung von Mausen nimmt die hochauflésende
echokardiographische Bildgebung in dieser Arbeit eine herausragende Stellung ein. Im
Vordergrund steht vor allem die Untersuchung der Genauigkeit und Reproduzierbarkeit
verschiedener  echokardiographischer =~ Messverfahren  (r3D-Echokardiographie,
algorithmusgestitzte 2D- und M-Mode Echokardiographie) bei der Bestimmung der LVM
insbesondere bei juvenilen Mausen der Spezies C57BL/6.

Die murine Echokardiographie wurde bereits in einigen Studien, sowohl fir die
Phanotypisierung von gesunden Mausen (Collins et al., 2001; Kiatschoosakun et al.,
2002; Myerson et al., 2002) als auch fir Mausmodelle mit induzierten pathologischen
Prozessen, wie einem klinstlich herbeigefliihrten Myokardinfarkt (Scherrer-Crosbie et al.,
1999; Kanno et al.,, 2002; Roell et al.,, 2002b), genetisch determinierter kardialer
Hypertrophie (Fard et al., 2000; Liao et al., 2002; Ichinose et al., 2004; Ghanem et al.,
2006) oder Kardiomyopathie (Ponten et al., 2003), angewendet. Die Md&glichkeit der
exakten Quantifizierung der LVM durch verschiedene bildgebende echokardio-
graphische Verfahren wurde in diesen Mausmodellen erfolgreich untersucht und die
Gultigkeit einiger echokardiographischer Methoden durch gute Korrelationen bewiesen
(Manning et al., 1994; Gardin et al., 1995; Otterstad et al., 1997; Youn et al., 1999).
Dennoch schrédnken methodenspezifische Limitationen, insbesondere bei juvenilen
Tieren, die bisher erprobten Untersuchungsverfahren ein.

Collins et al. publizierten in ihrer 2001 erschienenen Studie eine gute Korrelation
zwischen Herznassgewicht und LVM, berechnet mit Hilfe der auf 2D-
echokardiographischen Parametern basierenden Area-Length-Method (R = 0,91). Auch
die Korrelation von Herznassgewicht und M-Mode gestitzter Berechnung der LVM
lieferte ein gutes Ergebnis (R = 0,81). Kiatschoosakun et al. 2002 kamen in ihren
Arbeiten zu &hnlich guten Ergebnissen. Im Gegensatz zu den oben genannten
Arbeitsgruppen korrelierten Tiemann et al. 2003 histomorphometrisch ermittelte LVM
Messwerte mit echokardiographisch erhobenen Ergebnissen und publizierten
geringfligig bessere Resultate (AL: y = 1,11x - 6,45, R = 0,93; Penn-Convention:
y =0,84x - 10,05, R = 0,84).
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Diese bisher veroéffentlichten Ergebnisse kénnen durch die Resultate der vorliegenden
Studie im Hinblick auf Massenbestimmung des linken Ventrikels durch die Area-Length-
Method, jetzt auch bei adoleszenten Mausen, bestétigt werden (AL: y = 2,55x + 10,10,
R = 0,90). Aus den Untersuchungen hervorgehend ist dariber hinaus, dass die Area-
Length-Method als 2D-echokardiographisches Messverfahren der M-Mode basierten
Berechnung der LVM mittels Penn-Convention bezliglich der exakten linksventrikularen
Massenbestimmung deutlich Uberlegen ist. Dies lasst sich durch die Tatsache erklaren,
dass Massen, deren Berechnungen auf Flachen beruhen, weniger sensibel auf
Fehlermessungen reagieren als vergleichbare Berechnungen auf der Basis von
Strecken, wie beispielsweise der linksventrikularen Wanddicke im M-Mode (Tiemann et
al., 2003). Die Bland-Altman-Analyse von 2D-echokardiographischer und histomorpho-
metrischer LVM zeigt allerdings, dass die Uberschatzung der LVM durch das
zweidimensionale Messverfahren mit ansteigender Masse des linken Ventrikels
zunimmt. Mdgliche Griinde fir diesen streng proportionalen Fehler werden weiter unten
diskutiert.

Far die M-Mode basierte Berechnung der LVM durch die Penn-Convention ergibt sich in
der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu publizierten Ergebnissen allerdings eine weitaus
schlechtere Korrelation (y = 0,34x + 15,82, R = 0,59). Dieses Ergebnis ist unter anderem
damit zu erklaren, dass sich in der vorliegenden Studie etwa zwei Drittel der C57BL/6
Mause zum Zeitpunkt der Datenakquisition im juvenilen Entwicklungsstadium befanden.
Fir juvenile Tiere im Alter von 11 — 28 Tagen wird hier nur eine schlechte Uberein-
stimmung zwischen histomorphometrischer und M-Mode basierter Berechnung der LVM
gefunden, da die Bestimmung der LVM mittels Penn-Convention laut publizierten
Untersuchungen nur bei adulten Tieren aussagekraftig ist. Grund hierfir ist die
geometrische Pramisse der M-Mode basierten Methode, die ein Verhaltnis der langen
zur kurzen Achse von 2:1 voraussetzt. Diese anatomische Konfiguration entspricht
jedoch nicht den Organen juveniler Tiere, deren Herzform eher einer sphéarischen
Silhouette gleicht (Ghanem et al., 2006). Ein weiterer Nachteil der M-Mode
Echokardiographie ist die Eindimensionalitat, die vornehmlich zu einer Uberschatzung
der LVM flhrt (Youn et al., 1999; Collins et al., 2001).
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Die Weiterentwicklung der echokardiographischen Bildgebung mit hochauflésenden
Schallkdpfen (15 MHz) und einer Bildrate von bis zu 280 Hz ermdglichen zum jetzigen
Zeitpunkt im Gegensatz zu vorangegangenen Studien die Quantifizierung der LVM von
auBerst jungen Mausen. Eine in diesem Zusammenhang weitaus genauere Methode zur
Bestimmung der LVM bei juvenilen Mausen stellt die rekonstruktive 3D-
Echokardiographie mit hochauflésenden Ultraschallkdpfen dar. Publizierte Studien
konnten den Vorteil der dreidimensionalen echokardiographischen Vermessung
unlangst verdeutlichen. Der Vergleich von r3D-echokardiographischer LVM und
Herznassgewicht ergab hier eine hervorragende Korrelation mit R = 0,99 (y = x - 2,4,
R =0,99) (Dawson et al., 2004).
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Abbildung 24: Lineare Regressionsanalyse der echokardiographisch bestimmten LVM-Messwerte und
histomorphometrischer LVM juveniler Mause (P11 — P28). Die violette Linie représentiert den
physiologischen Goldstandard (MRT). Die gestrichelte Linie bildet die Identitétslinie ab.

Die vorliegende Studie bestatigt diese Ergebnisse und verdeutlicht, dass die r3D-
Echokardiographie im Unterschied zu den konventionellen Methoden véllig unabhangig
von jeglichen geometrischen Limitationen ist und die LVM somit wesentlich genauer
bestimmt. Dies gilt sowohl fiir das Gesamtkollektiv (y = 1,90x + 5,68, R = 0,95) als auch
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fur die Bestimmung der LVM bei juvenilen Tieren im Alter von 11 — 28 Tagen (y = 1,39x
+ 12,79, R = 0,75, P < 0,0001). Stellt man die Messwerte des dreidimensionalen Mess-
verfahrens korrespondierenden murinen MRT-Messwerten gegentber (siehe Abbildung
25), so korrelieren die Absolutwerte beider Methoden ebenfalls sehr gut (Wiesmann et
al., 2000). Im Gegensatz zu der hervorragenden Korrelation der Messwerte von r3D-
Echokardiographie und Histomorphometrie liefert die korrespondierende Regressions-
analyse der echokardiographisch berechneten LVM von juvenilen Tieren mittels Area-
Length-Method (y = 1,46x + 25,27, R = 0,60, P < 0,0001) und die Berechnung durch die
Penn-Convention (y = 0,32x + 15,85, R = 0,33, P < 0,09) ein signifikant schlechteres
Ergebnis.
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Abbildung 25: Das Diagramm zeigt die durch die jeweiligen bildgebenden Verfahren gewonnenen LVM-
Messwerte verschiedener Kohorten (P11 (n = 3), P21 (n = 9), P55 (n = 6), P111 (n = 6)) zu verschiedenen
Entwicklungszeitpunkten. Die ermittelten Durchschnitiswerte der jeweiligen Messwerte werden dem
aktuellen physiologischen Goldstandard, dem MRT, gegenubergestellt (MRT-Messwerte: Wiesmann et
al., 2000).
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Ein maBgebender Grund fiir die Uberlegenheit der rekonstruktiven 3D-Echokardio-
graphie ist im Gegensatz zu den konventionellen echokardiographischen Verfahren, wie
Area-Length-Method und Penn-Convention, die véllige Unabhéngigkeit von jeglichen
geometrischen Pramissen, die zwangslaufig zu einer Fehleinschatzung der LVM flihren
(Myerson et al., 2002). Dies ist besonders flr derartige Modelle relevant, bei denen es
auf die relative Anderungen der LVM ankommt (z.B. Hypertrophiemodelle).

Die Bland-Altman-Analyse von histomorphometrischer und r3D-echokardiographischer
LVM verdeutlicht allerdings eine systematische Uberschatzung der LVM durch die
rekonstruktive 3D-Echokardiographie. Diese Fehleinschatzung betrifft vornehmlich die
LVM von adulten Tieren. Gleiches gilt fir die Bestimmung der LVM durch die Area-
Length-Method.

Diese systematische Abweichung kann unter Umstdnden durch eine unvollstdndige
Relaxation des Ventrikelmyokards in der Diastole am schlagenden Organ in vivo erklart
werden. Dementsprechend wird das Cavum des linken Herzens in der
echokardiographischen Auswertung der Bilder kleiner eingeschatzt und die Masse
infolgedessen Uberschatzt (Tiemann et al., 2003). Umgekehrt verhalt es sich bei der
Histomorphometrie. Hier ist das Myokard vollstandig relaxiert. Zusatzlich kann es zu
Schrumpfungsartefakten kommen, die auf eine Dehydratation des myokardialen
Gewebes wahrend der histologischen Aufarbeitung der Organe zurlckzufihren sind.
Folglich kommt es zu einer Unterschatzung der LVM durch die Histomorphometrie und
zu einer Abweichung der Absolutwerte von echokardiographisch und histomorpho-
metrisch berechneter LVM.

Wie bereits zuvor beschrieben, wurden die jeweiligen echokardiographischen
Messwerte der linksventrikuldaren Massenbestimmung den Kkorrespondierenden
histomorphometrischen Messwerten als Goldstandard in einer linearen Regressions-
analyse gegenubergestellt. Bei der Interpretation der hieraus resultierenden Ergebnisse
ist allerdings zu berlcksichtigen, dass die histologische Aufarbeitung von Hohlorganen
unter Umsténden zu Artefakten fuhrt, die die histomorphometrischen Messwerte (LVM
und mittlere Wanddicken) verfélschen kénnten. Daher muss die Histomorphometrie als
Goldstandard und Referenzmethode bei der Bestimmung der LVM und mittleren

Wanddicke diskutiert werden.
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Abbildung 26: Prinzip der Histomorphometrie. Die Abbildung zeigt HE gefarbte Préparate in den jeweiligen
Querschnittsebenen. Diese Methodik bildet die Grundlage der Histomorphometrie zur Berechnung der
LVM und mittleren Wanddicke an juvenilen, adoleszenten und adulten Mauseherzen. Aus diesem Prinzip
ergibt sich so eine dreidimensionale Rekonstruktion des linken Ventrikels.

Hier ist vor allem eine mdgliche Schrumpfungstendenz fixierten Gewebes zu nennen,
die sich auf die nachtragliche histomorphometrische Bestimmung der LVM durch eine
Unterschatzung der Masse bemerkbar machen kann (siehe oben). Im Vordergrund steht
hier ein Proteinverlust, welcher auf das Einbetten der Organe in Paraffin zurlick zu
fuhren ist (Romeis, 1998). Dieser betrifft insbesondere das vitale Myokard, welches im
Vergleich zu kollagenhaltigen Geweben somit einer starkeren Tendenz zur
Schrumpfung unterliegt. Hinzu kommt ein hdherer Wassergehalt des vitalen
Muskelgewebes, was ebenfalls zu einer Schrumpfung des Gewebes flhrt.
Infolgedessen schlagt sich die Dehydratation aufgrund des Proteinverlustes im Laufe
des histologischen Aufarbeitungsprozesses besonders in vitalen Geweben mit einem
hohen Wassergehalt nieder und erklart so die oben beschriebene These (Dawson et al.,
2004). Prozentuale Zahlen, die den Schrumpfungsgrad von Geweben aufgrund der
histologischen Aufarbeitung quantifizieren, sind der Literatur zur Zeit nicht zu

entnehmen.
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Aufgrund der beschriebenen Schrumpfungsartefakte kommt es in den jeweiligen Bland-
Altman-Analysen bei der Gegenuberstellung von histomorphometrisch und echokardio-
graphisch ermittelten LVM Messwerten durch Area-Length-Method und r3D-
Echokardiographie zu einem streng proportionalen Fehler. Mit zunehmender
linksventrikularer Masse nimmt das AusmaB der echokardiographischen Uberschatzung
zu (siehe Kap. 3.2.2 und Kap. 3.2.3). Ebenso ist bei der Betrachtung des Prinzips der
Histomorphometrie zu bertcksichtigen, dass die dreidimensionale Rekonstruktion des
linken Ventrikels durch die gewonnenen etagenspezifischen Querschnitte nicht die
genaue Anatomie des untersuchten Organs darstellt. Jedes Praparat gibt lediglich einen
Ausschnitt der anatomischen Verhaltnisse aus einer jeweiligen Etage wieder. Dies gilt
aber auch fir die dreidimensionale echokardiographische Rekonstruktion des linken
Ventrikels durch parallele Schnittbildserien. Weiterhin sind postmortale Veranderungen
des physiologischen Milieus der Myokardzellen zu diskutieren, die trotz ausgereifter
Fixationsmethoden zu morphologischen Veranderungen des myokardialen Zellver-
bandes fluhren. Diese Verdnderungen der Physiologie mit den beschriebenen
Konsequenzen muss bei einem Vergleich von Messwerten avitaler Organe mit
korrespondierenden Messwerten vitaler Organe immer berlcksichtigt werden.
Gleichwohl ist die Histomorphometrie zur Zeit der Goldstandard zur Beurteilung der
echokardiographischen Genauigkeit bei der Bestimmung der LVM von juvenilen und
adulten Mausen.

Um dennoch eine optimale Genauigkeit bei der Bestimmung der LVM zu gewahrleisten,
wurden die jeweiligen HE gefarbten Praparate mit Hilfe einer Analysesoftware
(AnalySiS® 3.2) ausgewertet. Damit die gesamte myokardiale Querschnittsflache
komplett erfasst werden konnte, wurden zunédchst die Farbschwellenwerte eingestellt
(siehe Abbildung 5). Die Einstellung erfolgte durch den Untersucher in Echtzeit, somit
kann das Ergebnis der Konfiguration stets durch den Untersucher beurteilt werden. Auf
Basis der eingestellten Konfiguration wurden die ROIls manuell detektiert. Die
epikardialen und endokardialen Grenzen waren in jedem einzelnen Praparat aufgrund
der hohen Auflésung eindeutig zu identifizieren. Somit ist von einer sehr genauen
Erfassung der LVM mittels Histomorphometrie auszugehen.

Bei der Bestimmung der mittleren Wanddicke des linken Ventrikels ist zu beachten, dass
die verwendete Formel (siehe Gleichung 7) eine kreisférmige Konfiguration des
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linksventrikularen Querschnitts postuliert. Dies entspricht nicht immer der realen
anatomischen Konfiguration des linksventrikularen Querschnitts, dennoch gibt sie die
wahre mittlere Wanddicke im basalen, intermediaren und apikalen Abschnitt annahernd
korrekt wieder. Die Abweichung gegenlber der konventionellen bzw. manuellen
Ermittlung der Wanddicke liegt lediglich im Bereich von 0,05 % (siehe Abbildung 8).

Bei der Darstellung der Ergebnisse zur Berechnung der mittleren linksventrikularen
Wanddicke ist des Weiteren zu berlcksichtigen, dass die Wanddicke des apikalen
Anteils des linken Ventrikels systematisch Uberschatzt wird. Dies liegt in der Tatsache
begrindet, dass bei der histologischen Aufarbeitung der Organe lediglich eine parallele
Schnittfiihrung mit einer definierten Etagenbreite zur Herzbasis mdéglich war. Senkrechte
Schnitte zur Herzwand waren in der Apexregion aufgrund der histologischen Schnitt-
technik mit dem verwendeten Mikrotom nicht méglich. Abbildung 27 verdeutlicht diese
Problematik und die daraus resultierende Uberschatzung von mittlerer apikaler
Wanddicke und Organlange.

P

d

Abbildung 27: Die Abbildung verdeutlicht die systematische Uberschatzung der apikalen Wanddicke
(keine senkrechte Schnittfihrung zur Herzwand) und linksventrikuldaren Lange (letzte Etage des
Schnittprotokolls wird komplett zur LAnge hinzugerechnet) aufgrund der histologischen Schnitttechnik. (a)
entspricht der realen apikalen Wanddicke, (b) der gemessenen apikalen Wanddicke; (c) der realen Lange
des Ventrikels und (d) der gemessenen Lange des Ventrikels .
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Durch die nicht senkrechte Schnittfiihrung (b) wird die wahre Wanddicke (a) nicht
korrekt bestimmt. Das AusmaB der Uberschatzung durch die letzten erfassten apikalen
Schnitte relativiert sich allerdings, denn zum Vergleich der basalen, intermediaren und
apikalen Wanddicke des linken Herzens werden fir die drei unterschiedlichen
ventrikularen Abschnitte die Mittelwerte errechnet. Auch die Organlange wird
Uberschatzt, denn die letzte Etage des Schnittprotokolls wird laut Definition komplett zur
Lange hinzugerechnet (siehe Gleichung 8). Der Apex kann aber bereits in der Mitte der
abschlieBenden Etage enden und somit entspricht der errechnete Wert (d) nicht immer
der wahren Organldnge (c). Die Uberschitzung der Wanddicke bel4uft sich im apikalen
Abschnitt auf etwa 1,8 %, die der Organlange auf 1 — 3 % (Happe, 2007).

Die Studie pruft dartiber hinaus die Glltigkeit des Herznassgewichts als vermeintlichen
Goldstandard zur Bestimmung der LVM. Fir das Gesamtkollektiv ergeben sich
zwischen Herznassgewicht und echokardiographischen Daten ahnlich gute
Korrelationen, wie zwischen histomorphometrisch und echokardiographisch ermittelter
LVM (siehe Kap. 3.4). Weitaus schlechtere Korrelationen ergeben sich aber bei der
linearen Regressionsanalyse von Herznassgewicht und Echokardiographie bei juvenilen
Mausen (nicht abgebildet). Hier fUhrt die statistische Analyse der Messwerte zu keinem
linearen Zusammenhang. Der Vergleich von histomorphometrischer LVM und Herznass-
gewicht zeigt zudem, dass das Herznassgewicht die LVM deutlich Uberschéatzt (siehe
Abbildung 11) und somit die Reproduzierbarkeit dieses Verfahrens zur Bestimmung der
LVM nicht gegeben ist. Die schlechten Ergebnisse der Regressionsanalysen bei
juvenilen Tieren und die mangelhafte Reproduzierbarkeit der Methode kann durch
Blutrlickstdande sowie verbliebende Pufferlésung im Cavum des linken Ventrikels erklart
werden (Tiemann et al., 2003). Aus den beschriebenen Fehlerquellen resultiert eine
erhebliche Ungenauigkeit bei der exakten Bestimmung des Herznassgewichts, welche
aufgrund dessen eine bedeutende Uberschatzung der tatsachlichen LVM zur Folge hat.
Ebenfalls ist zu beachten, dass der linke Ventrikel in der vorliegenden Studie nicht
separat prapariert wurde, sondern das Herznassgewicht das gesamte Organ mit allen
dazugehdrigen Strukturen repréasentiert. Daher erscheint es mdglich, dass sich die
beschriebenen EinflussgréBen schwerwiegender in der Berechnung des Herznass-
gewichts niederschlagen. Einige publizierte Arbeiten (Devereux et al., 1986; Fard et al.,
2000; Kiatschoosakun et al., 2002) beschreiben die Praparation des linken Ventrikels
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dennoch als geeignete Methode, um die LVM zuverlassig zu bestimmen. Eine alleinige
Praparation des linken Herzens wirde aber dennoch zu einer Verfalschung der Masse
fihren, da eine exakte Praparation nur auBerst schwer ist und trotzdem zu einer
mdglichen Verfalschung der LVM fluhrt. Auch die mitgewogenen Flissigkeiten (Blut und
Pufferlésung) im Cavum des linken Ventrikels bleiben weiterhin als madgliche
Fehlerquelle erhalten.

Neben der exakten Bestimmung der LVM durch die rekonstruktive 3D-Echokardi-
ographie kénnen dariber hinaus auch funktionelle Parameter wie das linksventrikulare
Schlagvolumen, die kardiale Auswurfleistung und die Ejektionsfraktion mit Hilfe der 3D-
Technik zuverlassig bestimmt werden (Scherrer-Crosbie et al., 1999; Kanno et al.,
2002).

Messmethode d LVM HF SV (ef0] EF

10 35,9 +/-3,0 nb nb nb nb

21 43,0 +/-1,5 422 +/-26 | 20,8 +/-0,8 8,7 +/-0,3 76,2 +/-3,1
MRT 28 57,5 +/-3,6 390 +/-32 | 23,9 +/-1,6 9,3 +/-0,9 74,2 +/-2,8

35 73,1 +/-4,5 | 366 +/-14 | 30,5 +/-1,6 11,2 +/-0,8 68,6 +/-2,3
70 83,6 +/-2,4 | 442 +/-15 | 35,6 +/-1,4 15,7 +/-0,5 69,6 +/-2,4

11 39,3 +/-3,1 nb nb nb nb

21 28,0 +/-4,2 | 383 +/-71 9,8 +/-3,0 3,9 +/-1,9 62,6 +/-7,5
28 48,2 +/-3,7 | 325 +/-38 | 19,0 +/-3,0 6,2 +/-1,1 76,4 +/-3,1
55 64,9 +/-6,8 | 489 +/-34 | 21,14 +/-3,0 | 10,3 +/-1,7 67,0 +/-7,1

r3D-Echokardiographie

11 53,8 +/-4,5 nb nb nb nb

21 42,6 +/-5,2 | 383 +/-71 | 13,7 +/-3,7 54 +/-22 | 67,5+/-12,2
28 61,0 +/-8,8 | 325 +/-38 | 23,5 +/-7,3 7,6 +/-2,4 | 78,4 +/-3,1
55 91,9 +/-14,3 | 489 +/-34 | 23,0 +/-9,1 11,2 +/-4,5 | 60,1 +/-15,3

Area-Length-Method

Tabelle 2: Ubersicht der bisher publizierten Messwerte (+/-SD) bzgl. der linksventrikuldren Funktion unter
Verwendung des MRT (Wiesmann et al., 2000) und der ermittelten Messwerte der vorliegenden Arbeit mit
Hilfe der hochaufldsenden transthorakalen Echokardiographie (r3D-Echokardiographie und 2D Area-
Length-Method).

Die lineare Regressionsanalyse von 2D- und r3D-echokardiographischen Messwerten
bestéatigt diese Beobachtung. Beide Verfahren erscheinen nahezu gleichwertig. Diese
Feststellung wird zudem durch die niedrige Methodendifferenz (+1,20 ml/min) im Bland-
Altman-Plot und einer guten linearen Korrelation (y = 1,05x + 0,90, R = 0,86) der

ermittelten Messwerte gestlitzt. Die echokardiographisch ermittelten Absolutwerte dieser
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Arbeit bezlglich der linksventrikuldren Funktion korrelieren des weiteren gut mit bisher
publizierten Messungen mittels muriner Kernspintomographie (MRT) oder
Ultraschalldoppler (Wiesmann et al., 2000; Stypmann et al., 2006).

Dennoch muss der Umstand berlcksichtigt werden, dass gerade funktionelle Messpara-
meter unter bestimmten Umstanden zu groBen Schwankungen neigen. Diese Umstande
liegen in der Untersuchungsart, der Echokardiographie, begriindet. So stellt ohne
Zweifel jede echokardiographische Diagnostik ohne Vollnarkose eine Stresssituation fir
die Mause dar. Durch den folglich erhéhten Sympathikotonus steigt die Herzfrequenz an
und die kardiale Auswurfleistung nimmt zu.

Umgekehrt kann es auch zu einem Abfall der Herzfrequenz wahrend der echokardio-
graphischen Untersuchungen kommen. Dies kann beispielsweise durch eine zu tiefe
Narkoseflihrung begriindet werden (Yang et al.,, 1999). Des Weiteren konnte bereits
gezeigt werden, dass im Laufe einer echokardiographischen Untersuchung in Voll-
narkose die Herzfrequenz, auch bei volatilen Narkotika wie Isofluran, aufgrund des
negativ chronotropisch Effekts des Narkotikums abféllt. Die Zeit der Untersuchung stellt
somit eine kritische Variable dar und kann ebenfalls eine niedrige Herzfrequenz erkléaren
(Roth et al., 2002). Ein méglicher negativ inotroper Effekt von Inhalationsnarkotika, der
auch bei einer moderaten Narkoseflihrung kaum zu vermeiden ist, muss bei der
Interpretation funktioneller linksventrikularer Parameter ebenso berlcksichtigt werden
(Wiesmann et al., 2000).

Durch die transthorakale Echokardiographie besteht zudem die Gefahr, dass der
Ultraschalltransducer im Laufe der Untersuchung mit einer zu hohen Intensitat auf den
Thorax gedrtickt wird, was unter Umstanden zu einer Bradykardie fUhrt. Infolge der
Bradykardie fallt auch die kardiale Auswurfleistung ab, die in entscheidender Weise von
der Herzfrequenz abhangig ist. Gleichwohl lag die gemessene Herzfrequenz bei allen
durchgefliihrten echokardiographischen Untersuchungen bei Gber 350 Schlagen pro
Minute, was die unterste Grenze des akzeptablen Bereichs zur Erfassung adaquater
Messergebnisse darstellt (Stypmann, 2007).

Das hier verwendete Inhalationsnarkotikum Isofluran ist zudem laut vorliegenden
Studien das ideale Narkotikum bei der experimentellen echokardiographischen Unter-
suchung von Kleintieren. Im Vergleich zu anderen Anédsthetika flhrt Isofluran lediglich zu

einem minimalen Abfall der Herzfrequenz und nur geringer kardialer Depression im
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Laufe der Untersuchung (Roth et al., 2002). Unter BerUcksichtigung der beschriebenen
Beeinflussung funktioneller Parameter durch Andasthetika sind die bestimmten echo-
kardiographischen Messwerte jedoch zu relativieren und gegebenenfalls bei zu groBen
Abweichungen zu hinterfragen (Franco et al., 1997).

Die groBen Standardabweichungen der Ergebnisse des VTI fir die Altergruppen P21
und P28 sind wie folgt zu erklaren: Vergleicht man die individuellen Messwerte der Tiere
der jeweiligen Altersgruppen, so stellt man fest, dass einige wenige Messwerte
wesentlich héher sind als die Ubrigen der gleichen Altersklasse. Diese bedeutenden
Abweichungen des VTI sind mdglicherweise auf die Einstellung der Winkelkorrektur
wahrend der Dopplermessung zurtckzufihren. Definitionsgemal muss der Echostrahl
parallel zum Blutfluss in der Aorta eingestellt werden, um eine adaquate Messung des
VTl zu gewahrleisten. Dies muss bei der Interpretation der dopplerecho-
kardiographischen Messungen von Schlagvolumen und kardialer Auswurfleistung immer
beriicksichtigt werden. Ferner ist die geringe Anzahl an untersuchten Tieren flr die
Gruppe P28 (n = 4) zu berlcksichtigen.

Wie bereits weiter oben beschrieben, muss auch der Einfluss der Narkotika auf die
vegetativen Funktionen des Herz-/Kreislaufsystems bei der Interpretation der Mess-
werte berlcksichtigt werden. Zudem ist der kardiale Rhythmus zum Zeitpunkt der
Bestimmung dopplerechokardiographischer Messwerte entscheidend flr die Korrektheit
der Ergebnisse. Die kardiale Erregungsausbreitung wurde wéahrend der echokardio-
graphischen Untersuchung in der vorliegenden Arbeit allerdings durch ein EKG Uber-
wacht, so dass eventuelle Rhythmusstérungen wahrend der Messungen gegebenenfalls
diagnostiziert werden konnten.

Letztendlich spielt allerdings auch die Erfahrung des Untersuchers bei der Analyse und
Aufzeichnung von echokardiographischen Datensatzen im Mausmodell eine bedeutende
Rolle im Hinblick auf die Qualitdt und Zuverlassigkeit der berechneten MessegrdBen
(Stypmann, 2007).
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5 Zusammenfassung

Die hochauflésende Echokardiographie erlaubt die Bestimmung morphologischer und
funktioneller Parameter in murinen Tiermodellen. Bislang wurden 2D-Techniken zur
Quantifizierung z.B. der linksventrikularen Muskelmasse (LVM) eingesetzt und ihre
Gultigkeit zum Teil belegt. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob ein
neuentwickeltes echokardiographisches 3D-Verfahren bei juvenilen, adoleszenten und
adulten Mausen anwendbar ist und dieses darUber hinaus einen Vorteil gegentber
konventionellen Messverfahren darstellt.

Diesbezliglich wurden 42 C57BL/6 Mause (18 mannlich, 24 weiblich) im Alter von 11 —
111 Tagen in 7 verschiedenen Kohorten durch drei unterschiedliche echokardio-
graphische Messverfahren (r3D-Echokardiographie, Area-Length-Method, Penn-
Convention) hinsichtlich der LVM und funktioneller linksventrikularer Parameter (SV,
CO, EF) untersucht. Vergleichbar mit der MRT- oder CT-Diagnostik konnten EKG- und
atemgetriggert 4D-Datensatze in allen Altersstufen akquiriert werden.

Die morphologisch ermittelten Parameter wurden mit der Histomorphometrie und
anderen bildgebenden Verfahren, die funktionellen Parameter mit den konventionell
verfligbaren dopplersonographischen und 2D-echokardiographischen Methoden

verglichen.
r3D-Echokardiographie Area-Length-Method Penn-Convention
RG y=1,9x + 5,68 Y =2,55x + 10,10 Y =0,34x + 15,82
R 0,95 0,90 0,59
SEE 6,07 12,62 4,79
P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Tabelle 3: Uberblick der Linearen Regressionsanalysen der LVM-Messwerte verschiedener echokardio-
graphischer Methoden im Vergleich mit korrespondierenden histomorphometrischen Messdaten als
Goldstandard bei C57BL/6 Mausen im Alter von 11 — 111 Tagen.

Die rekonstruktive 3D-Echokardiographie erlaubt hierbei eine zuverldssige Bestimmung
der LVM und relativer Anderungen der LVM am M&useherz bei juvenilen, adoleszenten
und adulten Mausen. Im Gegensatz zu den konventionellen echokardiographischen
Algorithmen, wie Area-Length-Method (B-Mode basiert) oder Penn-Convention (M-Mode
basiert), wird die LVM durch die dreidimensionale Rekonstruktion verlasslicher und
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genauer bestimmt. Dies gilt besonders fir die Massenbestimmung bei juvenilen Mausen
mit einer asymmetrisch konfigurierten linken Herzkammer. Die r3D-echokardiographisch
ermittelten absoluten LVM-Messwerte korrelieren allerdings besser mit bisher
publizierten Ergebnissen anderer invasiver und nicht-invasiver Untersuchungsverfahren,
wie z.B. dem neuen Goldstandard, der murinen Kernspintomographie, als mit den
histomorphometrisch ermittelten Messwerten der vorliegenden Arbeit.

Des Weiteren kbénnen auch funktionelle linksventrikulare Parameter wie das
Schlagvolumen, die kardiale Auswurfleistung und die Ejektionsfraktion durch die r3D-

Echokardiographie zuverlassig bestimmt werden.

Schlussfolgerung: Mittels hochauflésender Ultraschalltechnik kann sowohl die
absolute LVM als auch die Anderung der LVM, sogar von juvenilen Tieren im Alter von
11 — 28 Tagen, im Mausmodell sicher bestimmt werden. Die r3D-Echokardiographie
erlaubt somit auch die Quantifizierung der LVM in sehr kleinen und asymmetrisch
geformten Herzen und ist somit den konventionellen echokardiographischen Methoden
Uberlegen.
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6 Anhang
6.1 Erganzungen zum Ergebnisteil
Maus | Geschlecht| Alter | Kérpergewicht [ Herznassgewicht
(ID) (d) (@) (mg)
P11
MO0067 w 11 6,80 52,50
M0069 m 11 8,00 55,40
M0071 w 11 7,50 49,70
P14
M0032 m 14 8,70 53,60
M0033 m 14 8,20 52,70
M0035 m 14 8,30 47,20
M0036 w 14 5,30 32,10
M0072 w 14 7,20 44,00
M0075 w 14 7,70 43,30
P19
M0059 m 19 7,00 51,80
M0060 w 19 6,60 45,80
M0062 m 19 7,10 53,40
M0063 m 19 7,20 51,40
M0064 w 19 6,10 42,50
MO0065 w 19 6,60 46,30
M0066 m 19 7,80 55,00
P21
M0016 w 21 7,30 53,00
M0017 w 21 6,80 48,10
M0018 m 21 7,10 57,00
M0022 w 21 4,60 43,20
M0023 w 21 7,60 52,30
M0024 m 21 8,50 54,00
M0025 m 21 7,90 54,00
M0027 m 21 9,20 50,60
M0029 w 21 7,80 54,00
P28
M0084 w 28 11,40 nb
M0086 m 28 11,50 nb
M0088 w 28 10,30 nb
M0089 m 28 nb nb
M0090 w 28 10,20 nb
P55
M0091 w 55 15,60 102,00
M0092 w 55 11,50 85,20
M0093 w 55 15,20 86,20
M0094 w 55 17,40 123,90
M0099 m 55 14,80 95,60
MO0101 m 55 21,90 114,50
P111
MO0105 w 111 21,20 179,10
M0107 m 111 25,90 141,40
M0108 m 111 23,50 210,80
MO0110 w 111 21,50 232,70
MO111 w 111 20,90 222,30
MO0112 w 111 20,80 170,50

Tabelle 4: Die Tabelle gibt Auskunft Uber das Geschlecht, Alter (d), Kérpergewicht (g) und Herznass-
gewicht (mg) aller 42 in der vorliegenden Arbeit verwendeten C57BL/6 Mause (Jackson Laboratories).



- 66 -

Maus |Organlédnge |Tibialdnge | Histo | Penn-Convention | 2D Area-Length | r3D-Echo
LVM LVM LVM LVM
(ID) (mm) (mm) (mg) (mg) (mg) (mg)
P11
M0067 3,20 10,83 16,89 22,99 55,53 40,98
M0069 4,00 13,40 20,84 18,35 57,21 41,12
M0071 3,80 11,25 19,70 19,40 48,65 35,65
P14
M0032 3,40 13,59 24,15 17,50 62,16 38,72
M0033 3,80 13,62 20,81 17,08 54,92 35,72
M0035 3,60 10,36 21,83 23,62 49,85 38,77
M0036 3,20 10,02 12,47 19,61 26,62 24,00
M0072 3,40 13,76 11,52 14,76 54,99 32,58
M0075 3,60 11,98 19,25 16,87 59,57 32,37
P19
M0059 3,00 13,47 14,27 19,40 41,24 35,41
M0060 3,40 10,82 16,04 20,25 46,25 29,14
M0062 3,40 14,33 17,15 nb 39,25 35,60
M0063 3,20 14,18 16,81 21,51 38,99 33,86
M0064 3,20 11,09 14,91 16,03 43,18 34,53
M0065 3,40 11,94 16,16 23,62 52,70 43,39
M0066 3,80 12,36 18,78 22,36 52,96 35,71
P21
M0016 2,60 11,10 9,55 16,24 47,99 29,87
M0017 2,60 12,80 11,86 18,14 40,51 23,92
M0018 2,80 13,30 8,90 17,72 nb 25,03
M0022 2,80 12,10 9,35 14,13 35,25 21,71
M0023 3,20 11,30 12,16 nb 37,77 31,34
M0024 3,00 13,80 12,59 26,36 50,67 27,83
M0025 3,00 12,80 13,05 27,42 41,54 26,37
M0027 3,60 13,40 14,13 22,99 45,71 35,34
M0029 2,80 11,80 11,79 19,40 40,77 30,11
P28
M0084 3,80 13,00 20,08 28,26 67,53 50,80
M0086 4,20 14,00 19,82 28,05 51,01 44,29
M0088 3,80 12,00 23,39 22,78 nb 52,74
M0089 3,60 11,50 20,75 28,26 nb 48,53
M0090 3,80 12,00 15,55 24,04 64,55 44,66
P55
M0091 4,00 16,82 30,88 28,89 94,97 62,66
M0092 4,75 17,65 28,62 21,93 95,85 68,77
M0093 4,25 16,96 29,78 22,14 110,12 66,50
M0094 4,00 17,18 27,33 25,94 99,38 64,34
M0099 4,50 18,61 24,22 28,47 81,46 53,42
M0101 4,00 18,89 33,94 37,33 69,43 73,62
P111
M0105 4,50 17,46 35,23 28,47 103,33 78,99
M0107 4,75 22,32 34,02 40,70 111,84 77,30
M0108 5,25 18,03 51,79 24,89 113,45 93,15
MO0110 5,25 18,9 41,99 26,15 133,30 90,37
MO0111 4,75 17,86 41,56 31,21 116,17 79,08
MO0112 3,75 17,32 34,72 nb 118,18 80,39

Tabelle 5: Die Tabelle zeigt samiliche Messwerte bezlglich der Organlange (mm), Tibialdnge (mm),
histomorphometrischer LVM (mg) und der LVM aller drei verschiedenen echokardiographischen
Methoden (mg) zu jeder untersuchten C57BL/6 Maus.
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Maus HF 2D Area-Length | r3D-Echo | 2D Area-Length | r3D-Echo
SV SV (of0] co
(ID) (Schlage/min) (ul) (ul) (ml/min) (ml/min)
P21
M0016 350 8,82 8,01 3,09 2,80
M0017 350 11,09 6,07 3,88 2,13
M0018 360 nb 7,47 nb 2,69
M0022 300 10,92 7,19 3,28 2,16
M0023 340 17,70 10,37 6,02 3,52
M0024 505 18,55 12,78 9,37 6,45
M0025 410 10,65 9,62 4,36 3,95
M0027 490 15,55 15,49 7,62 7,59
M0029 340 16,26 11,16 5,53 3,79
P28
M0084 380 24,09 18,42 9,15 7,00
M0086 320 20,43 19,35 6,54 6,19
M0088 300 33,32 22,78 10,00 6,83
M0089 nb nb nb nb nb
M0090 300 16,05 15,49 4,81 4,65
P55
MO0091 480 6,38 18,23 3,06 8,75
M0092 500 21,39 19,75 10,70 9,88
M0093 436 26,75 20,51 11,66 8,94
M0094 500 22,72 19,16 11,36 9,58
M0099 540 27,86 23,00 15,05 12,42
MO0101 475 32,89 26,21 15,62 12,45

Tabelle 6: Der Tabelle sind die jeweiligen Messwerte zur Herzfrequenz (HF), der echokardiographisch
bestimmten Schlagvolumina (SV) und der kardialen Auswurfleistung (CO) zu entnehmen.

Maus | 2D Area-Length | r3D-Echo AF aortaler Diameter VTI
EF EF
(ID) (%) (%) (cm/s) (mm) (cm)
P21
MO0016 48,68 55,40 82,20 1,43 9,00
MO0017 68,92 53,90 86,90 1,31 11,00
MO0018 nb 62,00 80,20 nb 10,00
MO0022 49,83 58,80 74,20 1,28 9,00
M0023 65,37 55,20 114,00 1,27 18,00
MO0024 79,39 70,30 144,00 1,36 35,00
MO0025 76,37 69,30 134,00 1,27 41,00
MO0027 77,79 74,80 102,00 1,34 13,00
MO0029 73,92 64,10 90,20 1,38 12,00
P28
MO0084 82,71 77,70 128,00 1,38 27,00
MO0086 78,75 74,60 142,00 1,49 43,00
MO0088 76,15 73,20 126,00 nb 8,00
MO0089 nb nb nb nb nb
MO0090 76,06 80,20 110,00 1,24 13,00
P55
MO0091 33,11 69,10 128,00 1,38 26,00
MO0092 60,73 59,60 141,00 1,67 28,00
MO0093 59,74 57,80 136,00 1,70 25,00
MO0094 70,37 66,50 191,00 1,44 26,00
MO0099 58,40 74,90 141,00 1,50 37,00
MO0101 78,20 73,90 180,00 1,61 16,00

Tabelle 7: Auflistung der erhobenen Messwerte von echokardiographischer Ejektionsfraktion (EF), aortaler
Flussgeschwindigkeit (AF), aortalen Diameter (D) und dopplerechokardiographischen VTI.
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6.2 Erganzende Protokolle

Gefan Reagenz Zeit (h) | Agitation
1 70 % 2-Propanol 2 2

80 % 2-Propanol 1
80 % 2-Propanol 1
90 % 2-Propanol 1
90 % 2-Propanol 1
96 % 2-Propanol 2
100 % 2-Propanol 2
100 % 2-Propanol 2
Xylol 1

Xylol 1
Paraffin 60 °C* 1
12 Paraffin 60 °C* 1
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Tabelle 8: Einbettprotokoll zur Fixation der Organe durch den Einbettautomaten (Microm STP-120) in 12
Arbeitsschritten (*bei 60 °C befindet sich das Paraffin in einem fliissigen Aggregatzustand).

Schnitt - Nr. | Schnittdicke | Verwendung
1 50 ym Verwerfen
2 50 ym Verwerfen
3 50 um Verwerfen
4 50 ym Verwerfen
5 10 ym Verwerfen
6 10 um Aufziehen
7 10 ym Aufziehen
8 10 ym Aufziehen
9 10 ym Aufziehen

Tabelle 9: Die Tabelle zeigt das Schnittprotokoll fir 250 ym Etagen. Eine Etage besteht aus 9 Schnitten
(Schnitt Nr. 1-9). Die Schnittdicke wird am Mikrotom Uber die Héhe der Klinge eingestellt. Die ersten 5
Schnitte werden verworfen. Je nach Giite wird der 6., 7., 8. und 9. Schnitt verwendet.
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Schritt
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Chemikalie
Xylol
Xylol
Xylol
2-Propanol 98 %
2-Propanol 96 %
2-Propanol 90 %
2-Propanol 70 %
Aqua dest.
Hamatoxylin
Aqua dest. (flieBend)
Eosin
Aqua dest.
2-Propanol 70 %
2-Propanol 90 %
2-Propanol 98 %
2-Propanol 98 %
Xylol
Xylol
Xylol

Zeit
7 Minuten
7 Minuten
7 Minuten
5 Minuten
5 Minuten
5 Minuten
5 Minuten
10 x tauchen
5 Minuten
5 Minuten
2 Minuten
5 x tauchen
5 x tauchen
5 x tauchen
5 x tauchen
5 x tauchen
5 Minuten
5 Minuten
5 Minuten

Tabelle 10: Das modifizierte HE-Farbeprotokoll gibt die jeweiligen Féarbeschritte,
Chemikalien und Farbezeiten der einzelnen Arbeitsschritte wieder.

verwendeten
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Schritt

Konfiguration

1

Belegung von Tastenkdrzeln
mit gewlnschten Funktionen
zur effektiven Bedienbarkeit

der Software

a)MenuU: Extras - Tastaturbelegung
definieren
STRG+Q = ROls definieren
STRG+E = Einzelergebnis
STRG+R = ROls zeichnen
STRG+D = Detektieren
STRG+G = Rahmen ROI Ergebnisse
STRG+B := Excel® - Transfer

b)Menl: Extras - Makro Aufzeichnen:
1. ROI einzeichnen
2. Detektieren
3. Rahmen ROI Ergebnisse
4. Excel® - Transfer (zu starten mit F5)

Definition der Analyse-
funktionen der Regions of
Interest (ROI) zur Bestim-
mung von Flachen und
Umfangen (Epikard und
Endokard)

a)Menl: Analyse > Messung definieren - ROI
- Umfang und Flache aktivieren

Konfiguration des Makros zur
myokardialen Flachenbe-

stimmung

a)Men0: Analyse - Detektion definieren >
Detektion
Suchbereich: ROls
Randpartikel: abschneiden

Ausschluss von Partikeln: Locher nicht fullen
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b)Meni: Analyse - Detektion definieren ->
Klassifizierung
Auswahl Kriterium: Phase
Auswahl Klasse: Phase
Darstellung der Partikel: gefallt
Bezeichnung der Messung: Typ ID
wenn gréBer als 5000 Pixel

c)Meni: Analyse - Detektion definieren—>
Ergebnisse
Tabelle: Darstellung der Klassen pro ROI

d)Ment: Farbschwellenwerte setzen > RGB
Rot: 0 bis 236
Gran: 92 bis 234
Blau: 0 bis 236

Tabelle 11: Uberblick der Konfiguration von AnaIySiS® 3.2. Mit Hilfe der Analysesoftware wurden alle
Bilddateien fiir die histomorphometrische Datenerfassung ausgewertet.

Substanz Menge
NaCl p.A. 49
NaHCO3 (Natriumhydrogencarbonat) 190
Glucose 29
2,3-Butanedione monoxime 39
EGTA = 3,89
Ethylene glycol-bis (beta-aminoethyl ether)
Nifedipine 0,0002 g
Heparin 2 ml (10000 Units/Liter = 10 U/ml)
KCI 3,73 ¢

Tabelle 12: Zusammensetzung der Kardioplegieldsung zur myokardialen Relaxation nach Dewald et al.,
2003. Die Substanzen werden in 1 Liter NaCl 0,9 % gelést und in einer braunen Flasche gelagert. Der pH-
Wert der Losung sollte zwischen 7,2 — 7,5 liegen.
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