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Referat:

Die kalzifizierende Aortenklappenstenose stellt ein grol3es und wachsendes
gesundheitliches Problem ohne bisherige Alternative zu kostspieligen invasiven
Behandlungen in der westlichen Gesellschaft dar. Die Aortenklappensklerose, als
fruhes Stadium der Erkrankung teilt Risikofaktoren sowie pathophysiologische
Mechanismen mit der Arteriosklerose. Nach bisherigem Kenntnisstand kann mit
korperlichem Training der Entwicklung und Progression einer Arteriosklerose
vorgebeugt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einfluss von kdrperlicher Aktivitat auf die
Ausbildung einer Aortenklappensklerose im Sinne einer Primarpravention zu zeigen.
Dabei sollten der Einfluss der Trainingsintensitat und die involvierte Mechanismen
aufgedeckt werden. Auf Grundlage des LDL-Rezeptor-knockout-Mausmodells
wurden 4 Wochen alte Mause fiir 16 Wochen trainiert, um anschlielRend molekulare
Mechanismen durch histologische, serumbiochemische, immunhistochemische und
molekularbiologische Analysen zu untersuchen und den Effekt korperlicher Aktivitat
als priméarpraventive Malinahme fir die Ausbildung einer Aortenklappensklerose

darzulegen.

1 Seitenzahl insgesamt
2 Zahl der im Literaturverzeichnis ausgewiesenen Literaturangaben



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis 5
Tabellenverzeichnis 6
Abkiirzungen 7
1. Einleitung 10
1.1 Aufbau der Aortenklappe 10
1.2 Die Aortenklappensklerose 13
1.3 Pathogenese 15
1.3.1 Endotheliale Dysfunktion 16
1.3.2 Inflammation 16
1.3.3 Lipoproteinablagerungen 17
1.3.4 Oxidativer Stress 18
1.3.5 Renin-Angiotensin-System 18
1.3.6 Kalzifizierung 18
1.4 Evaluation der Aortenklappensklerose 19
1.5 Tiermodell 21
1.6 Korperliche Aktivitat 22
1.7 Fragestellung 22
2. Material und Methoden 24
2.1 Material 24
2.1.1 Versuchstiere 24




Inhaltsverzeichnis

2.1.2 Tiernahrung 24
2.1.3 Trainingsgerat 24
2.1.4 Chemikalien und Lésungen 24
2.1.5 Pharmaka 25
2.1.6 Antikorper und Assay-Kits 25
2.1.7 Material fur molekularbiologische Methoden 26
2.1.8 Gerate, Instrumente und Gebrauchswaren 26
2.1.9 Software 27
2.2 Methoden 27
2.2.1 Studiendesign 27
2.2.2 Mausmodell und Haltungsbedingungen 29
2.2.3 Trainingsprotokoll 30
2.2.4 Echokardiographie 30
2.2.5 Gewebeentnahme und Fixation 30
2.2.6 Biochemische Blutanalyse 32
2.2.6.1 Serumgewinnung 32
2.2.6.2 Kolorimetrische Messung der Cholesterinkonzentration 32
2.2.6.3 ELISA fir Fetuin-A-Konzentration 32
2.2.7 Histologische Methoden 33
2.2.7.1 Paraffinschnitte 33
2.2.7.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung 34
2.2.7.3 von Kossa-Farbung 35




Inhaltsverzeichnis

2.2.7.4 Picrosiriusrot-Farbung 35
2.2.7.5 Gefrierschnitte 36
2.2.7.6 Dihydroethidium-Farbung 37
2.2.8 Histologische Evaluation 37
2.2.8.1 Evaluation der Aortenklappentaschendurchmesser 37
2.2.8.2 Evaluation der histologischen Farbungen 37
2.2.9 Immunhistochemische Methoden 38
2.2.10 Immunhistochemische Evaluation 40
2.2.11 Molekularbiologische Methoden 41
2.2.11.1 RNA-Isolation 41
2.2.11.2 Reverse Transkription 41
2.2.11.3 Real-Time-quantitative-Polymerasekettenreaktion (RTQ-PCR) 42
2.2.12 Statistische Methoden 45
3. Ergebnisse 47
3.1 Aortenklappenverdickung und Aortenklappendurchflussgeschwindigkeit 47
3.2 Endothelinteqgritat 50
3.3 Makrophagenakkumulation, Klappenfibrose und Proosteogenese 52
3.4 Kalzifizierung 57
3.5 Myeloperoxidase und oxidativer Sress 58
3.6 Lipidmetabolismus 60
4. Diskussion 61
4.1 Effekte der Trainingsintensitat auf die Aortenklappensklerose 61




Inhaltsverzeichnis

4.2 Effekte von regelméalliger Aktivitat auf die Endothelzellinteqritat 63

4.3 Effekte von kdrperlicher Aktivitat auf Inflammation, Ablagerung oxidierter Lipide

und oxidativem Stress 64
4.4 Effekte von kérperlicher Aktivitdt auf den osteogenen Signalweq 65
4.5 Effekte von Trainingsintensitat auf den Lipidmetabolismus 68
4.6 Studieneinschrankungen 69
5. Zusammenfassung der Arbeit 71
6. Literaturverzeichnis 73
7. Selbststandigkeitserklarung 90
8. Curriculum vitae 91
9. Publikationen 93
10. Danksagung 94




Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Phanotypen der interstitiellen Klappenzellen 12
Abb. 2 Aortenklappe 14
Abb. 3 Uberblick tiber histopathologische Mechanismen zur Entstehung

einer Aortenklappenstenose 16
Abb. 4 Zusammenhang zwischen Aortenklappenanatomie und
echokardiographisch gemessener Durchflussgeschwindigkeiten durch die
Aortenklappe 21
Abb. 5 Trainingsgerét fur die Tiere inklusive Steuereinheit 24
Abb. 6 Studiendesign 28
Abb. 7 Methodenubersicht 29
Abb. 8 Schema der immunhistochemischen Nachweismethode 40
Abb. 9 Beispiel einer RTQ-PCR mit dem Light Cycler 43
Abb. 10 Beispiel einer Schmelzkurvenanalyse im Light Cycler 45
Abb. 11 Ergebnisse der AK-Verdickung 48
Abb. 12 Ergebnisse der AK-Durchflussgeschwindigkeit 49
Abb. 13 Ergebnisse der Endothelinteqritat 51
Abb. 14 Ergebnisse der Immunférbungen fiir Makrophagenakkumulation,
Klappenfibrose und Proosteogenese 53
Abb. 15 Ergebnisse der quantitativen Analysen flr Makrophagenakkumulation,
Klappenfibrose und Proosteogenese 54
Abb. 16 Ergebnisse der Kollagenablagerung 55
Abb. 17 Ergebnisse der Mineralisation 56
Abb. 18 Ergebnisse der Kalzifizierung 58
Abb. 19 Ergebnisse zum oxidativen Stress 59
Abb. 20 Arbeitsmodell 67




Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tab. 1 Stadien der Paraffinierung mit Inkubationszeiten und Temperaturen

im Einbettautomaten 33
Tab. 2 Einteilung der immunhistochemischen Farbungen in Grad 0 bis 5

nach dem Anteil der positiv geférbten Zellen in Schnitten der Aortenklappe 38
Tab. 3 Ubersicht fiir die in der Immunhistochemie verwendeten

Priméarantikdrper mit Verdiinnung und Zielantigen 39
Tab. 4 Komponenten fiir die Reverse Transkription 42
Tab. 5 Komponenten fir die RTO-PCR 44
Tab. 6 Fiir die RT-O-PCR verwendete Primer mit Produktldnge bei
entsprechender Temperatur fir das Annealing 44




Abkilrzungen

Abkilrzungen
Abb.

ACE

AK

ALP

Agua dest.
arb

AS

AT-1
aVvICs
aSMA
BMP

bp

bzw.
cDNA

°C

Chol

Chol+Gelegentlich
Chol+Regelmalig

d

DAB

DHE

dl

DNA

DNS

dNTP
EGFRWaz2/Waz

ELISA
ET-1
eNOS
et al.
G
GmbH

Abbildung
Angiotensin-Converting-Enzym
Aortenklappe

Alkalische Phosphatase

Aqua destillata

arbitrary

Aortenklappenstenose

Angiotensin Il Typ 1

aktivierte interstitielle Klappenzellen
alpha smooth muscle actin

Bone Morphogenetic Protein

Basenpaar

beziehungsweise

komplementare DNS

Grad Celsius

Cholesterin-Gruppe

gelegentliche Trainingsgruppe mit Cholesterindiat
regelmafige Trainingsgruppe mit Cholesterindiét
Tag

Diaminobenzidin

Dihydroethidium

Deziliter

Deoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleinsédure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
homozygot fur den epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor im
Bereich Wa2

enzymgekoppelter Immunabsortionstest
Endothelin-1

endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
et alia

Gauge

Gesellschaft mit beschréankter Haftung



Abkilrzungen

HCI

HE
HLA-DR
HOCI
HPLC
HRP

IE

IHC
IL-113
IL-2
Kontrolle
LDL
LDLR -/
Lp a
Mac3
mg
MgCl.
mg/dI
min
min/d
mm

mM
MMPs

um
umol/l
mi
MPO
m/s
MW

NaCl
Na>HPOq4

Stunde

Salzséaure
Hamatoxylin-Eosin-Farbung
human leucocyt antigen-DR
Hypochlorige Saure
Hochleistungsflissigkeitschromatograph
Merrettichperoxidase
Internationale Einheit
Immunhistochemie
Interleukin-113

Interleukin-2
Kontroll-Gruppe

Low Density Lipoprotein
Low Density Lipoprotein-Rezeptor-defizient
Lipoprotein a
Membranglykoprotein Typ |
Milligramm
Magnesiumchlorid
Milligramm pro Deziliter
Minuten

Minuten pro Tag

Millimeter

Millimolar
Matrixmetalloproteinasen
Mikroliter

Mikrometer

Mikromol pro Liter

Milliliter

Myeloperoxidase

Meter pro Sekunde
Mittelwert

Anzahl

Natriumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat



Abkilrzungen

NF-kB
ng

nm

KCI
KH2PO4
obVICs
OCT
OPG
OPN
ox-LDL
PBS
PCR
pVICs
gVICs
RANK
RANKL
RNA
RNS
RTQ-PCR
Runx-2
SF

Tab.
TIMPs
TGF-B
TNF-a
VCAM-1
VECM
VECs
val.
VICs

VS.

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Nanogramm

Nanometer

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

osteoblastische interstitielle Klappenzellen
optimal cutting temperature compound
Osteoprotegerin

Osteopontin

oxidiertes Low Density Lipoprotein
phosphatgepufferte Salzldsung
Polymerase-Kettenreaktion

interstitielle Progenitorklappenzellen

ruhende interstitielle Klappenzellen

Rezeptor Aktivator von NF-kB

Rezeptor Aktivator von NF-kB Ligand
Ribonucleic acid

Ribonukleinsaure

Real Time quantitative Polymerase -Kettenreaktion
runt-related transcription factor 2
Standardfehler

Tabelle

Gewebehemmer der Matrixmetalloproteinasen
Tumor-Growth-Faktor-beta
Tumornekrosefaktor-alpha

vascular cell adhesion molecule-1
extrazelullare Matrix

endotheliale Klappenzellen

Vergleich

interstitielle Klappenzellen

Versus



Einleitung

1. Einleitung

Das Feld der Herzklappenerkrankungen, allen voran die Aortenklappenstenose, ist
Gegenstand intensiver Forschung da sie den am Menschen am haufigsten
beobachteten Klappenfehler darstellt (Moura et al. 2007a, Rajamannan et al. 2004,
Goldbarg et al. 2007). Die Aortenklappensklerose stellt ein friihes Stadium bei der
Entstehung einer Aortenklappenstenose dar. Bis zum heutigen Tage existiert keine
effektive Therapie, welche die Entstehung einer Aortenklappensklerose verhindern
kann (Otto et al. 2008, Bonow et al. 2008). Zahlreiche Arbeiten (Otto et al. 2008,
O'Brien et al. 2006, Rajamannan et al. 2011b) postulieren die notwendige
Untersuchung und Aufklarung der pathologischen Ablaufe und molekularen
Mechanismen der Erkrankung, die fur die Behandlung und Préavention unabdingbar
sind. Die Entstehung einer Aortenklappensklerose und deren Progression zu einer
Aortenklappenstenose zu verhindern, bevor es zur Ausbildung schwerwiegender
Klappenkalzifizierungen und damit verbundener nachteiliger Krankheitsfolgen
kommt, bietet dabei einen bedeutenden therapeutischen Ansatzpunkt (Helske et al.
2009, Miller et al. 2009, Rosenhek et al. 2000, O’Brien et al. 2006).

1.1 Aufbau der Aortenklappe

Die Aortenklappe ist eine Taschenklappe aus drei etwa gleich grofien
halbmondférmigen ,Taschen®. Sie ist zusammengesetzt aus endothelialen
Klappenzellen (valvular endothel cells = VECs), interstitiellen Klappenzellen (valvular
interstitial cells = VICs) und extrazellularer Matrix (valvular extracellular matrix =
VECM). Extrazellulare Matrix besteht aus Kollagen, Elastin und amorpher
extrazellularer Matrix (vornehmlich Glykosaminoglykane) (Rajamannan et al. 2011b).
Nach Liu und Mitarbeitern (2007) lassen sich 3 Schichten der Aortenklappe
unterscheiden: Die Fibrosa, die eine dichte Kollagenschicht besitzt. Die Spongiosa
als zentrale Schicht, die aus lose verbundenem Gewebe besteht, dass Uberwiegend
von Glykosaminoglykanen gebildet wird. Die dritte Schicht, die als Ventricularis
bezeichnet wird, ist reich an Elastin.

Die VICs lassen sich in allen 3 Schichten nachweisen und sorgen fur die strukturelle,
physiologische Integritat in Form von Reparatur und Remodeling (Lester et al. 1988a,
1988b, Mulholland et al. 1996). Sie synthetisieren VECM und exprimieren
matrixabbauende Enzyme, wie Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sowie deren
Inhibitoren (TIMPs) (Liu et al. 2007, Rajamannan et al. 2011b). Liu und Kollegen
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(2007) postulieren weiterhin die Unterscheidung von 5 Phé&notypen in der VIC-
Familie: die embryonalen Progenitor-endotheliale/mesenchymale- Zellen, ruhende
VICs, aktivierte VICs, Progenitor-VICs und osteoblastische VICs. Sie haben die
Fahigkeit ihre Funktion den mechanischen und chemischen
Umgebungsbedingungen der Klappenhamostase, Adaptionsprozessen und
pathologischen Umstanden entsprechend durch Verdnderung ihres Phanotypes
anzupassen. Embryonale Progenitor-endotheliale/mesenchymale-Zellen durchlaufen
in der fetalen Entwicklung eine endothelial-mesenchymale Transformation und
entwickeln sich zu ruhenden und/oder aktivierten VICs des normalen
Klappengewebes. Progenitor-VICs (pVICs), die entweder aus dem Knochmark
stammen, als zirkulierende Zellen einwandern oder bereits als ortsansassige Zellen
im Klappengewebe vorhanden sind, stellen eine weitere Quelle fur ruhende und
aktivierte VICs dar. Ruhende VICs (qVICs) sind fur den Erhalt der physiologischen
Klappenstruktur verantwortlich. Sie haben die Charakeristika von ruhenden
Fibroblasten ohne synthetische oder destruktive Aktivitat der extrazellularen Matrix.
Wohingegen aktivierte VICs (aVICs) die Aufgabe der standig notwendigen
Reparaturprozesse der VECM wahrend des physiologisch, funktionellen
Remodelings im Klappengewebe ubernehmen. Osteoblastische VICs (ob VICs)
gehen entweder aus ruhenden VICs oder wahrscheinlich auch aus Progenitor-VICs
hervor und werden angeschuldigt fir Kalzifizierung, Chondrogenese und
Osteogenese in Herzklappen verantwortlich zu sein. Abb.1 nach Liu et al. (2007)

verdeutlicht die genannten Zusammenhange.
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Abb. 1 Phanotypen der interstitiellen Klappenzellen Nach Liu et al. 2007 lassen sich 5 Phanotypen
der interstitiellen Klappenzellen, hier als VIC ( = valve interstitial cell) abgekirzt, unterscheiden. Die
embryonalen  Progenitor-endotheliale/mesenchymale-Zellen  durchlaufen  eine  endothelial-
mesenchymale Transformation in ruhende interstitielle Klappenzellen (qVIC = quiescent VIC) oder
aktivierte interstitielle  Klappenzellen (aVIC = activated VIC). Durch abnormalen
hamodynamischen/mechanischen Stress oder pathologische Verletzungen kommt es zur
Umwandlung von ruhenden in aktivierte VICs, die fur Reparatur und Remodeling verantwortlich
gemacht werden. Interstitielle Progenitorzellen (pVIC = stem cell derived progenitor VIC), die aus dem
Knochenmark stammen, lassen sich einteilen in a) ruhende orststandige/grundlegende Stammzellen
und b) hamatopoetische Stammzellen zu denen wiederum 1. Endotheliale Progenitorzellen, 2.
Dendritische Zellen und 3. andere gehéren. Unter Bedingungen die eine Klappenkalzifizierung
induzieren, wie die Prdsenz von osteogenetischen und chondrogenetischen Faktoren, kénnen sich
gVICs durch osteoblastische Differenzierung in osteoblastische interstitielle Klappenzellen (obVIC =
osteoblastic VIC) differenzieren. Sie sind aktiv an den Kalzifizierungsprozessen beteiligt. Eine

Differenzierung der osteoblastischen VIC aus der Gruppe der Progenitorzellen ist ebenfalls mdglich.
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Rajamannan und Mitarbeiter (2011b) beschreiben die VEC als Zellen, die mit VICs
zur Aufrechterhaltung der Integritdt des Klappengewebes sowie im Falle potentiell
vermittelter Erkrankungen interagieren. VEC der aortalen Seite unterscheiden sich im
Transkriptionsprofil von VEC, die sich auf der Herzkammer zugewandten Seite
befinden. Ein Umstand, der mit der typischen Lokalisation der frihen pathologischen
Aortenklappenkalzifizierung, die vornehmlich auf der aortalen Seite und erst in
zweiter Linie auf der Seite der Kammer vorzufinden ist, zusammenhangen koénnte
(Simmons et al. 2005).

1.2 Die Aortenklappensklerose

Zahlreiche Studien definieren die Aortenklappensklerose als erste erkennbare
makroskopische  Verdnderung des  Klappengewebes, zu der fokale
Klappenverdickung und Kalzifizierung bei normaler Klappenfunktion gehéren
(O'Brien et al. 2006, Bonow et al. 2008, Freemann et al. 2009, Rajamannan et al.
2011b). Kommt es im Verlauf der Erkrankung zur Obstruktion des linksventrikularen
Ausflusstraktes, wird diese als Aortenklappenstenose definiert. Der Begriff der
kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung vereint dabei alle Prozesse von initial
biologischen Verédnderungen auf zellularer Ebene bis zum Endstadium der
Kalzifizierung, die fur die Obstruktion verantwortlich gemacht wird (Rajamannan et al.
2011b). Jahrzehnte wurde die Erkrankung als passiver Prozess angesehen, der
altersbedingt zu degenerativen Veranderungen und Kalziumakkumulation fuhrt.
Heute wird die Kkalzifizierende Aortenklappenerkrankung als aktiver Prozess
betrachtet, der nicht ausschlief3lich als senil oder degenerativ angesehen werden
kann (Otto et al. 2008, Freeman et al. 2009, Rajamannan et al. 2011b). Abb. 2 zeigt
eine native Aortenklappe und eine Aortenklappenstenose.
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Abb. 2 Aortenklappe Links ist eine native Aortenklappe und rechts eine Aortenklappenstenose

dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet ein durch Sklerose und Kalzifizierung veréandertes Areal der
Stenose.

Aus epidemiologischer Sicht stellt die Aortenklappensklerose eine haufige
Erkrankung dar, von der 25% der Uber 65- bis 74-Jahrigen und 48% der Uber 84-
Jahrigen Menschen betroffen sind (Lindroos et al. 1993, Stewart et al. 1997, Otto et
al. 1999, Beckmann et al. 2010).

Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Aortenklappensklerose sind: hohes Alter,
mannliches Geschlecht, erhohte LDL-Serumspiegel, erhthte Lipoprotein-(a)-
Serumspiegel, Rauchen, Adipositas, Bluthochdruck und Diabetes (Messika-Zeitoun
et al. 2007, Freeman RV et al. 2005, Stewart et al. 2007). Zahlreiche Studien
(Stewart et al. 1997, Aronow et al. 1987, Mohler et al. 1991, Lindroos et al. 1994,
Boon et al. 1997, Peltier et al. 2003) belegen, dass die gleichen Risikofaktoren
ebenso der Arteriosklerose zugeschrieben werden koénnen, ein Faktor der weiterhin
fur gemeinsame Krankheitsprozesse spricht. Doch obwohl diese Risikofaktoren auch
der Arteriosklerose zugeschrieben werden konnen, haben 50% der Patienten mit
einer kalzifizierenden Aortenklappenstenose keine klinisch relevante Arteriosklerose
(Qian J et al. 2010, Mazzone A. et al. 2007).

Die Aortenklappensklerose verlauft klinisch asymptomatisch. Die
Klappenhamodynamik liegt in physiologischen Bereichen (Durchflussgeschwindigkeit
<2,5m/s). Trotz dessen ist der Krankheitsprozess mit erhdhten Morbiditaten und
Mortalitaten verbunden (Freeman et al. 2005). Laut der Cardiovascular Health Study

ist die Aortenklappensklerose, ohne eine zuvor bestehende koronare
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Herzerkrankung, mit einem um 40% erhdhten Risiko fur Myokardinfarkte und einem
um 50% erhdhten Risiko fur den Tod aus kardiovaskularer Ursache verbunden (Otto
et al. 1999). Nach Studienlage entwickelt sich aus einer Aortenklappensklerose zu
16% eine Aortenklappenstenose, die zu 10,5% leichtgradig einzustufen sind mit einer
Durchflussgeschwindigkeit von 2-3 m/s, zu 3% eine mafige Stenose mit einer
Durchflussgeschwindigkeit von 3-4 m/s und zu 2,5% eine schwere Stenose mit
Durchflussgeschwindigkeiten von >4 m/s (Cosmi et al. 2002). Hat sich eine
hamodynamisch relevante Aortenklappenstenose ausgebildet, bleibt als einzige
effektive Therapie das chirurgische Vorgehen durch Klappenersatz als Methode der
Wahl oder die Aortenvalvuloplastie und der perkutane Klappenersatz, die speziellen
Indikationen vorbehalten sind (Cowell et al. 2004, O’Brien et al. 2006, Otto et al.
2008, Bonow et al. 2008).

1.3 Pathogenese

Es existieren zahlreiche Belege (O’'Brien et al. 2006, Agmon et al. 2001, Aikawa et
al. 2009, Freeman et al. 2009, Pellika et al. 2005, Mohler et al. 2004, Parolari et al.
2009, Laufs et al. 2005) fur gemeinsame Mechanismen und Prozesse in der
Pathogenese der Arteriosklerose und der Aortenklappensklerose bzw. der
kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung. Zu diesen gemeinsamen
pathogenetischen Aspekten gehoren: endotheliale Dysfunktion, Inflammation,
Lipoproteinablagerungen, oxidativer Stress, die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Systems und die Kalzifizierung (Otto et al. 1994, Olsson et al. 1994a, 1999, O’'Brien
et al. 1996, 2005, Wallby et al. 2002). Abb. 3 gibt einen Uberblick tber die
histopathologischen Ablaufe nach Otto et al. (2008), die folgend einzeln erlautert

werden.
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Abb. 3 Uberblick iiber histopathologische Mechanismen zur Entstehung einer
Aortenklappenstenose; entnommen aus Otto et al. (2008)

1.3.1 Endotheliale Dysfunktion

Nach Mohler et al. (2004) und Freeman et al. (2005) ist, analog zur Arteriosklerose
eine Zerstorung des Endothels ein frihes Ereignis in der Pathogenese der
Aortenklappensklerose. Die Manifestation der endothelialen Dysfunktion reduziert die
Verfugbarkeit von Stickstoffmonoxid und Prostazyklin, die beide fur die Modulation
inflammatorischer Prozesse in Gefalien bekannt sind (Tedgui et al. 2001). Die
Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid ist einerseits stark mit kardiovaskularen
Erkrankungen assoziiert, andererseits korreliert sie invers mit einer erhdhten Anzahl

von reaktiven Sauerstoffspezies (Miller et al. 2010).

1.3.2 Inflammation

Makrophagen und T-Lymphozyten, die fir chronische Inflammation typischen Zellen,
die Effektormolekile Interleukin (IL)-2, Class Il human leukocyte antigen (HLA-DR)
sowie Mastzellen und die proinflammatorische Zytokine IL-113, Tumor-Growth-Faktor
(TGF)-B, Tumornekrosefakor (TNF)-a kdénnen als Ausdruck von Inflammation in
stenosierten Aortenklappen nachgewiesen werden (Olssen et al. 1994a, 1994b, Otto
et al. 1994, Helske et al. 2004, Kaden et al. 2005). Weiterhin sind eine Reihe von
Matrixmetalloproteinasen (MMPSs), die zum Abbau der VECM fahig sind und deren
naturliche Inhibitoren, die Tissue Inhibitors of Metalloproteinasen (TIMPS) in
Lasionen der Aortenklappe vorzufinden (Kaden et al. 2003, 2005, Edep et al. 2000,
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Soini et al. 2001). Auch bei der Arteriosklerose spielen MMPs eine wichtige Rolle in
der Regulation der GefaRRkalzifizierung, dem Abbau extrazellularer Matrix und
anschlieBend auch bei der Plaqueinstabilitat, die zur Plaqueruptur und
kardiovaskularen Ereignissen fuhrt (Galis et al. 1994, 1995, Nikkari et al. 1995).
Unter dem Einfluss der kardiovaskularen Risikofaktoren wie abnormer
Blutflussrheologie, kommt eine Kaskade von Prozessen in Gang, die sich vor allem
an der aortalen Seite der Aortenklappe abspielt (O'Brien et al. 2006). Zum einen
werden Entziindungszellen wie Monozyten rekrutiert, die aufgrund der Expression
von Adhasionsmolekilen wie vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) auf den
Endothelzellen, in den subendothelialen Raum der Aortenklappe einwandern kdnnen
und sich zu Makrophagen differenzieren (Ghaisas et al. 2000).

Zum anderen sind aktivierte T-Lymphozyten subendothelial anzutreffen und
unterhalten das Entzindungsgeschehen durch Ausschittung inflammatorischer
Zytokine wie TGF-31 und IL-13, welche die lokale Produktion von MMPs erh6hen
und damit zur Formation extrazellularer Matrix, Remodeling und Kalzifizierung fuhren
(Jian et al. 2003, Kaden et al. 2003).

1.3.3 Lipoproteinablagerungen

Die atherogenen Plasmalipoproteine Low Density Lipoprotein (LDL) und Lipoprotein
a (Lp a), die unter anderem bei der Arteriosklerose zur Plaqueentstehung beitragen,
sind ebenso in Lasionen der Aortenklappe anzutreffen (Walton et al. 1970, O'Brien et
al. 1996, Olsson et al. 1999). Sie werden analog zur Arteriosklerose an
Proteoglykane der extrazellularen Matrix wie Biglycan und Decorin gebunden und
oxidativ modifiziert (O’Brien et al. 1998, 1995b, Olsson et al. 1999). Wie schon durch
die Pathogenese der Arteriosklerose bekannt, werden auch bei der
Aortenklappensklerose oxidativ modifizierte LDLs durch Makrophagen aufgenommen
und zu Schaumzellen umgewandelt (Olssen et al. 1999). Zusatzlich verursachen die
oxidierten LDLs im Klappengewebe die Stimulation arteriosklerotischer Prozesse wie
erhohte Inflammation, Expression der MMPs und Kalzifizierung (Otto et al. 1994,
Olsson et al. 1999, Steinberg et al. 2002, Mohler et al. 1999).
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1.3.4 Oxidativer Stress

Nach Rajamannan et al. (2011b) kommt es &hnlich zur Arteriosklerose in Gegenwart
von kardiovaskularen Risikofaktoren zu Anomalien im oxidativen Stress. Diese
Veranderungen zeigen sich in  abnormen Funktionen der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase. Daraus resultiert, dass Stickstoffmonoxid unter dem
physiologischen Spiegel im Aortenklappenendothel vorliegt (Rajamannan et al. 2005,
2011a). Weiterhin kommt es in Kkalzifizierten Klappen zur Entkopplung der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase bei der anstatt Stickstoffmonoxid, reaktive
Sauerstoffspezies wie Superoxid, gebildet werden (Miller et al. 2008, Rajamannan et
al. 2005). Die Spiegel von Superoxid und Wasserstoffperoxid sind in kalzifizierten
Klappen deutlich erhoht (Miller et al. 2008, Weiss et al. 2006).

1.3.5 Renin-Angiotensin-System

Studien belegen die Beteiligung des Renin-Angiotensin-Systems, im speziellen des
Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE), des Angiotensins Il und des Angiotensin-II-
Typ-1-(AT1)-Rezeptors, an der Pathogenese der Aortenklappensklerose (O'Brien et
al. 2002, Helske et al. 2004). ACE ist mit LDL co-lokalisiert und enzymatisch aktiv
(O'Brien et al. 2002). Es ist in der Lage Angiotensin Il zu bilden, welches AT-1-
Rezeptor- abhangige und lasionsfordernde Effekte besitzt. Zu diesen Effekten
gehoren Inflammation, Makrophagen- und Cholesterinakkumulation, Beeinflussung
der Fibrinolyse, erhohter oxidativer Stress und die Stimulation der
Fibroblastenexpression (O’'Brien et al. 2002, Tiede et al. 2003, Ahmed et al. 2003).

1.3.6 Kalzifizierung

Bei der Aortenklappensklerose sind nach Freeman et al. (2005) mikroskopische
Areale von Kalzifizierung co-lokalisiert zu Arealen mit Lipoproteinablagerung und
inflammatorischer Zellinfiltration. Die Kalzifizierung ist ein aktiv regulierter Prozess
und groftenteils verantwortlich fir die hamodynamische Progression zu einer
Aortenklappenstenose (Rajamannan et al. 2011b).

Eine Reihe von Proteinen wie Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) 2 und 4,
Osteopontin, Rezeptor Aktivator von NF-kB (RANK), Rezeptor Aktivator von NF-kB
Ligand (RANKL), Osteoprotegerin (OPG) sowie Alkalische Phosphatase (ALP)
konnten in kalzifizierten Klappen nachgewiesen werden (O’Brien et al. 1995a, Mohler
et al. 1997, 2001, Kaden et al. 2004).
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Nach Miller et al. (2010) ist die Aktivierung einer proosteogenen Signalkaskade ein
zentraler Punkt der Kalzifizierung. Dazu gehort unter anderem der BMP-Signalweg,
der durch erhohte Level von Phospho-Smad 1/5/8 in stenosierten Klappen
nachgewiesen werden konnte (Wirrig et al. 2011). Der Mechanismus, der zu einem
erhohten BMP flhrt ist nicht klar. Jedoch verweisen Studien auf den nicht laminaren
Fluss auf der aortalen Seite der Klappe als Schusselinitiator der BMP 2- und 4-
Sekretion des Endothels (Sucosky et al. 2009, Ni et al. 2010, Csiszar et al. 2008).
Das BMP 2 ist sowohl in der Lage den Transkriptionsfaktor Msx2 hochzuregulieren
als auch den Wnt3/Lrp5/Bcatenin- und Runx2/Cbfal-Signalweg zu aktivieren (Wozney
et al. 1998, Shao et al. 2005). Als Folge kommt es zur phanotypischen
Transformation von Fibroblasten zu Osteoblasten. Diese Transformation sowie
erhohte Spiegel von ALP, BMP 2 und Osteocalcin fihren zur Kalzifizierung (Vgl.
Abb. 3 nach Otto et al. 2008).

Osteopontin  (OPN) als Marker fir Knochen-Remodeling stellt einen wichtigen
Inhibitor der Klappenkalzifizierung dar (Steitz et al. 2002). Es wird von Osteoblasten
und infiltrierten Makrophagen sowohl in Lasionen der Aortenklappe als auch in denen
der Arteriosklerose ausgeschittet (Giachelli et al. 1993, O’Brien et al. 1995a).

Nach Miller et al. (2010) beeinflussen die erhohte RANK-Aktivitat bzw. RANKL-Level
die kardiovaskulare Kalzifizierung, durch Effekte auf die zirkulierenden Zellen und
die, in der Klappe ansassigen Zellen. RANKL stellt den natlrlichen Liganden fur
RANK dar und ist in kalzifizierten arteriosklerotischen L&sionen in der Lage
Monozyten zu rekrutieren sowie eine Differenzierung von Osteoklasten zu
veranlassen (Byon et al. 2011).

Osteoprotegerin (OPG) als downreguliertes Protein in Lasionen der Aortenklappe,
verhindert die Mineralresorption im Knochengewebe. Ebenso ist es ein loslicher
Rezeptor, der als kompetetiver Hemmer von RANK an RANKL bindet und die RANK-
RANKL-Interaktion inhibiert (Kaden et al. 2004). Studien an Blutgefal3en lassen
spekulieren, dass OPG auch in Aortenklappen die Kalzifizierung inhibiert (Bennett et
al. 2006, Morony et al. 2008).

1.4 Evaluation der Aortenklappensklerose

Miller et al. (2010) fasst 3 Methoden zur Beurteilung der Aortenklappenfunktion in
Méausen zusammen, die nach der klinischen Beurteilung als bildgebende Verfahren
zur Verfugung stehen. Als erstes sei dabei die Echokardiographie genannt, die als

19



Einleitung

nicht-invasives und einfach zugangliches Verfahren die Moéglichkeit bietet, die Mause
unter minimaler Sedierung zu untersuchen. Dadurch lassen sich physiologische
Stérungen vermeiden, die durch allgemeine Anasthetika entstehen. Mit Hilfe des
continous- und pulse-wave Dopplers ist es moglich Blutflussgeschwindigkeiten,
transvalvulare Druckgradienten und Klappenoéffnungsflachen zu bestimmen. Die
Methode ermoglicht eine Einteilung der Aortenklappenfunktion in ,normal,
~Sklerotisch” und ,stenotisch* vorzunehmen (Tanaka et al. 2005, Drolet et al. 2006,
Barrick et al. 2009). Die hohe raumliche und zeitliche Auflésung im M-Mode
Verfahren erlaubt eine quantitative Beurteilung der Aortenklappenfunktion, die gut mit
den invasiven hamodynamischen Messungen korreliert (Miller et al. 2009, 2010,
Weiss et al. 2006). Nachteilig an diesem Verfahren ist nach Miller et al. (2010), dass
sich das Signal des Dopplers nicht immer in einer Linie, parallel zum Blutfluss,
ausrichten lasst. Deshalb kann es zur Unterschatzung des Klappengradienten
kommen. Insbesondere konnen Faktoren wie eine reduzierte linksventrikulare
Kontraktion zur Unterschatzung einer Aortenklappenstenose fiihren (Bonow et al.
2008). AuRerdem konnen Alterationen am Klappengewebe Regurgitationen
verursachen, die zu gréfReren Schlagvolumen und ventrikularen Vorlast fihren.
Dadurch entstehen steigende Gradienten auch ohne das Vorhandensein einer
Klappenstenose (Tanaka et al. 2005). Hieraus wird ersichtlich, weshalb dieses
Verfahren nicht allein als Beweis fir das Bestehen einer Aortenklappenstenose
genutzt werden sollte (Miller et al. 2010).

Als weitere Verfahren seien die Magnetresonanztomographie und invasive
hamodynamischen Techniken genannt.

Die Aortenklappe einer erwachsenen C57BL/6-Maus hat einen systolischen
Durchmesser von ungefahr 1,2 mm (Weiss et al. 2006). Die Aortenklappenstenose
wird in Schweregrade nach der Klappenoffnungsflache, der maximalen
transvalvularen Flussgeschwindigkeit und dem systolischen Druckgradienten
klassifiziert (Bonow et al. 2008). Eine erwachsene Maus der C57BL/6-Abstammung
hat einen systolischen Aortenklappendurchmesser von ungefdhr 1,2 mm, eine
Klappenoéffnungsflache von 0,8-1,3 mm? und ein wenig hoher (ca.1,6 mm?), wenn zur
Messung Dopplermethoden angewandt werden (Weiss et al. 2006, Barrick et al.
2009). Die normale systolische transvalvulare Spitzenflussgeschwindigkeit einer
Maus liegt bei <1,5 m/s (Barrick et al. 2009, Tanaka et al. 2005, Hinton et al. 2008).

Der normale transvalvulare Druckgradient einer Maus ist bei <10 mmHg anzusiedeln
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(Barrick et al. 2009, Weiss et al. 2006). Eine Reduktion des systolischen
Aortenklappenumfangs um >50% entspricht einer Reduktion der
Klappendffnungsflache um >75% und einem transvalvulare Druckgradienten von >50
mmHg mit hamodynamischer Relevanz (Bonow et al. 2008). Die Folgen einer
hamodynamisch relevanten Aortenklappenstenose sind eine linksventrikulare
Hypertrophie sowie die eingeschrankte systolische Funktion des Herzens (Barrick et
al. 2009, Weiss et al. 2006). Die korrelierenden Anderungen zwischen
Aortenklappenanatomie und Doppler-Durchflussgeschwindigkeiten, abhangig vom
Schweregrad der Erkrankung sind in Abb. 4 dargestellt.

Y

— : —_— ——
normal Aortenklappensklerose milde bis moderate Aortenklappenstenose schwere Aortenklappenstenose

= ~
N —
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1 ' 1 1 -
2 - 2 - 2 -
3 - 3 - 3 -
4 - L - 1 oy
5 - 5 - 5 - 5 u
milde bis moderate schwere
normal Aortenklappensklerose St e s

<25mls

Abb. 4 Zusammenhang zwischen Aortenklappenanatomie und echokardiographisch gemessener
Durchflussgeschwindigkeit durch die Aortenklappe

1.5 Tiermodell

Bis heute sind zwei experimentelle Modelle identifiziert, die stets in der Lage sind
eine Aortenklappensklerose und hamodynamisch signifikante kalzifizierende
Aortenklappenerkrankung hervorzurufen. Das sind auf der einen Seite das Modell
der EGFRW#2/Wa2-Maus und auf der anderen Seite die Apolipoprotein B-100-Maus
und die LDL-Rezeptor-knockout-(LDLR/)-Maus (Barrick et al. 2009, Miller et al.
2009, 2010).
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1.6 Korperliche Aktivitat

Korperliche Inaktivitat stellt einen unabhangigen kardiovaskularen Risikofaktor dar
(Hakim et al. 1998, Manson et al. 2002). Dagegen verbessert korperliches Training
das Korpergewicht, den Blutdruck, die Insulinsensitivitat sowie hamostatische und
inflammatorische Variabeln (Stewart et al. 2002, Wannamethee et al. 2002), die
bekanntlich zur Entwicklung der Aortenklappensklerose beitragen (Messika-Zeitoun
et al. 2007, Freeman et al. 2005, Stewart et al. 2007). In Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass regelmalRiges korperliches Training die Entwicklung der
Arteriosklerose verzogert und deren Progression verhindert (Hambrecht et al. 1993,
2003, Laufs et al. 2005). Thompson et al. (2003) konnten sogar zeigen, dass
korperliches Training zur Pravention und Behandlung arteriosklerotisch bedingter
kardiovaskularer Erkrankungen geeignet ist. Weiterhin konnte belegt werden, dass
korperliche Aktivitdt in der Lage ist die Storung der endothelialen Funktion zu
verhindern und damit die arterielle Kalzifizierung zu reduzieren (Park et al. 2008).

1.7 Fragestellung

Wie schon durch Otto et al. (2008) postuliert ist es unerlasslich neue potentielle
therapeutische Anséatze far die Behandlung von kalzifizierenden
Aortenklappenerkrankungen aufzuzeigen. Daflr ist es notwendig die pathologischen
Zusammenhénge zu verstehen, da diese die Grundlagen hierfur bieten. Der
Umstand, dass eine Hypercholesterinamie urséachlich fur Klappenkalzifizierung und
Obstruktion ist, wurde als ein Ansatz zur therapeutischen Intervention gesehen. Die
Assoziation von erhdhten Serumlipidspiegeln bei der kalzifizierenden Aortenstenose,
Lipidakkumulationen im Klappengewebe und dem erhbéhten Risiko fur
arteriosklerotische Endstadien fuhrten zur Annahme, dass eine lipidsenkende
Therapie die Erkrankung verlangsamen oder ihr vorbeugen kann. Deshalb
versuchten zahlreiche Studien die Kkalzifizierende Aortenklappenerkrankung
medikamentds unter dem Einsatz von 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-
Reduktase-Hemmern (Statinen) zu beeinflussen. Diese Statine konnten weder eine
Regression der Erkrankung erzielen noch das Outcome signifikant verbessern
(Cowell et al. 2005, Moura et al. 2007b, Rossebo et al. 2008, Chan et al. 2010).
Zahlreiche Studien belegen gemeinsame Mechanismen, Risikofaktoren wie z.B.
korperliche Inaktivitat sowie histopathologische Merkmale zwischen der
Arteriosklerose und der kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung (O’Brien et al.
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2006, Agmon et al. 2001, Aikawa et al. 2009, Freeman et al. 2005, Pellika et al.
2005, Mohler et al. 2004, Parolari et al. 2009, Laufs et al. 2005). Bereits gezeigt
wurde, dass regelmaRige korperliche Aktivitdt in der Lage ist, die Progression
arteriosklerotischer und kardiovaskularer Erkrankungen durch Modulation der
endothelialen Funktion und des oxidativen Stresses, zu verhindern (Laufs et al. 2005,
Hambrecht et al. 1993, Hambrecht et al. 2003, Adams et al. 2005).

Die genannten Sachverhalte verdeutlichen, dass Pravention einen auf3erordentlich
wichtigen Ansatzpunkt in der Therapie einer Aortenklappensklerose darstellt. Hieraus
ergibt sich die Frage, ob kdrperliches Training ebenfalls in der Lage ist eine
Aortenklappensklerose vor der Ausbildung makroskopisch erkennbarer Veranderung
des Klappengewebes wie fokale Klappenverdickung und Kalzifizierung, durch
regelmafige korperliche Aktivitdt zu verhindern. Ziel dieser Arbeit war es deshalb
den Einfluss von korperlicher Aktivitat im Sinne einer Primarpravention auf die
Aortenklappensklerose zu untersuchen und potentielle molekulare Mechanismen zu

eruieren. Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden
- Hat erhohte korperliche Aktivitdt einen Einfluss auf die Entstehung einer
Aortenklappensklerose, gemessen an der histologischen Verdickung der
Aortenklappe?

- Gibt es eine Abhéngigkeit von der Trainingsintensitat?

- Welche molekularen Mechanismen sind potentiell fir den protektiven Effekt
des korperlichen Trainings verantwortlich?
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Alle LDL-Rezeptor-knockout-(LDLR/)-Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 wurden

freundlicherweise vom Institut fir Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und

Molekulare Diagnostik durch Herrn Prof. J. Thiery und Herrn Prof. D. Teupser zur

Verfugung gestellt.

2.1.2 Tiernahrung

Standardmausfutter Medizinisch-Experimentelles
Zentrum der Medizinischen
Fakultat Leipzig

0,15% Cholesterin-Diat (Western Type Diet) Altromin, Lage

2.1.3 Trainingsgerat

Das Laufband wurde von der ,Norwegian University of Science and Technology

(NTNU)* in Trondheim, Norwegen angefertigt (Abb. 5). Es bestand aus 3 durch

Plexiglas abgetrennten Abteilen zum Laufen. Zur Vermeidung von Verletzungen der

Abb. 5 Trainingsgerét fur die Tiere inklusive
Steuereinheit

2.1.4 Chemikalien und Losungen
Aldehydfuchsin

Alzianblau

Antibody Diluent

BSA Albumin Fraktion V

DAB Chromogen

DHE

und jeweils an Anfang und Ende des

' Bandes eingesetzt. Damit konnten Liicken

zwischen der Plexiglasverkleidung und dem
Laufband geschlossen werden, in die die
Tiere sonst hétten hineingeraten konnen.

Die Geschwindigkeit war stufenlos regelbar.

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Dako, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Dako, Hamburg

Invitrogen, Darmstadt
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Entelan

Eosin G

Essigsaure

Ethanol

Formaldehyd

Hamalau nach Mayer
HCI

Kandabalsam
Kernechtrot-Aluminiumsulfat
Kodan Tinktur forte
Natriumthiosulfat-Losung
OCT Compound

Paraffin

PBS

137mM NacCl

2,7mM KClI

8,1 mM NaxHPO4

1,76 mM KH2PO4
Silbernitratlésung 5%ig

Sonogel

Tween 20

Xylol

2.1.5 Pharmaka
Heparin-Na 25.000 IE
Ketaminhydrochlorid
Midazolamhydrochlorid
Xylazinhydrochlorid

2.1.6 Antikdrper und Assay-Kits

CSA 1l Biotin-free Tyramide Signal
Amplication System (Code K1497)
CSA 1l Rabbit Link (Goat Anti-Rabbit-HRP)

25

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Schule&Mayr, Norderstedt
Roth, Karlsruhe

Sakura, Niederlande
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sonogel Vertriebs-GmbH,
Bad Camberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Ratiopharm, Ulm
Serumwerk Bernburg, Bernburg
Ratiopharm, Ulm
Bayer HealthCare, Leverkusen

Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
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EnzymChrom Cholesterol Assay Kit (ECCH-100) Bioassay Systems, USA

Goat Anti-Rat IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, USA
Monoclonal Anti-actin, a-smooth muscle 1A4 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
ELISA-Kit fir murines Fetuin-A R&D Systems, Wiesbaden
Rabbit Polyclonal Anti-Mouse NOS-3 Santa Cruz Biotechnology, USA
Rabbit Polyclonal Anti-Alkaline-Phosphatase Abcam, Grof3britannien

Rabbit Polyclonal Anti-HOCI-ox-LDL Calbiochem, Darmstadt

Rabbit Polyclonal Anti-Osteopontin Acris Antibodies, Herford
Rabbit Polyclonal Anti-Osteoprotegerin Abbiotec, USA

Rat Monoclonal Antibody Against Mouse Mac3 BD Biosciences, USA

2.1.7 Material fir molekularbiologische Methoden

RNA-Isolation:

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
Reverse Transkription:

Sensiscript RT Kit Qiagen, Hilden
RTQ-PCR:

dNTP Roth, Karlsruhe
Primer-Mix Tib Molbiol, Berlin
MgCl2 Invitrogen, Darmstadt
HPLC-Wasser Roth, Karlsruhe
Nicht-acetyliertes BSA Sigma, Deisenhofen
Random Hexamers Invitrogen, Darmstadt
SYBR-Green Invitrogen, Darmstadt
Tag-Polymerase Platinum Taq Invitrogen, Darmstadt

2.1.8 Gerate, Instrumente und Gebrauchswaren

Aesculap FM 2 Pinzette B.Braun, Melsungen
Aesculap FM 10 Schere B.Braun, Melsungen
Aesculap 0C022-R Pinzette B.Braun, Melsungen
Axioplan-2-Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen

Axio Kamera MRC5 Zeiss, Oberkochen

Axiovert 25 Mikroskop Zeiss, Oberkochen

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator H&P Labortechnik, Minchen
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BD Plastipak 1ml Spritzen BD, USA

BD 30G Eclipse Injektionsnadel BD, USA

BioRad iQ5 Multicolor Real-Time PCR DS BioRad Laboratories, USA

Einbettautomat Tissue-Tek VIP Sakura, Niederlande

Irisschere BC 060R B.Braun, Melsungen

Kihlplatte COP 30 Medite, Burgdorf

Lambda Scan 200 Spektrometer MW G-Biotech, Ebersberg

Light Cycler Roche Diagnostics Inc.,
Mannheim

Light Cycler-Kapillaren Roche, Grenzach-Wyhlen

Microm HM 500 OM MICROM International, Walldorf

Microm Mikrotom MICROM International, Walldorf

Micotome Knives Low Profile C.L. Sturkey Inc., USA

Menzel-Glaser Superfrost Plus Menzel-Glaser, Braunschweig

Ultraschalleinheit Sonos 5500 Agilent, Boblingen

2.1.9 Software

Analysis 3.0 Olympus Soft Imaging
Solutions, Munster

Axio Vision Vs 40V 4.6.3.0 Zeiss, Jena

GraphPad InStat Version 3.01 GraphPad Software, USA

GraphPad Prism Version 3.00 GraphPad Software, USA

Microsoft Office 2007 Microsoft, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign

Wie aus Abb. 6 ersichtlich wird, wurden die LDLR/-Mause in 4 Gruppen eingeteilt.
Die erste Gruppe stellte die Kontroll-Gruppe dar, welche Uber die 4. Lebenswoche
hinaus das Standardmausfutter erhielt und einen bewegungsarmen Lebensstil flhrte.
Die zweite Gruppe erfuhr im Alter von 4 Wochen einen Diatwechsel von
Standardmausfutter auf die 0,15%-ige Cholesterin-Diat und fuhrte wie auch schon
die Kontroll-Gruppe einen bewegungsarmen Lebensstil. Auch die dritte Gruppe
erhielt ab der 4. Woche die Cholesterin-Diat, begann jedoch gleichzeitig mit einem
regelmafdigen korperlichen Training funfmal in der Woche fur 60 Minuten auf dem
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Laufband (Regelmallige Trainingsgruppe). Die vierte Gruppe erhielt ebenfalls die
Cholesterin-Diat und trainierte ab dem Alter von 4 Wochen einmal pro Woche fur 60

Minuten auf dem Laufband (Gelegentliche Trainingsgruppe).

l Studiendesign

0 ————> 4 Wochen > 20 Wochen
Futterwechselx Echo

Training Gewebe-
20600 entnahme

9 : 0.15% Cholesterin-Diat + bewegungsarmer Lebensstil (Cholesterin-Gruppe)

e E 0.15% Cholesterin- Diét (RegelméBige Trainingsgruppe)

RegelmaBiges Training (Laufband, 5 mal/Woche, 60 min, Geschwindigkeit 15 m/min)
9 { 0.15% Cholesterin-Diat (Gelegentliche Trainingsgruppe)

N

Gelegentliches Training (Laufband, 1 mal/Woche, 60 min, Geschwindigkeit 15m/min)

Abb. 6: Studiendesign

Die mit 1 markierte Gruppe zeigt die Kontroll-Gruppe, die mit 2 markierte Gruppe die Cholesterin-
Gruppe, die mit 3 markierte Gruppe die RegelméaRige Trainingsgruppe, die mit 4 markierte Gruppe die
Gelegentliche Trainingsgruppe. Dargestellt ist auf3erdem der Studienzeitraum, in dem nach 4 Wochen
ein Futterwechsel in den Gruppen 2,3, und 4 und der Beginn des Trainings in den Gruppen 3 und 4
stattfand. In der 20. Lebenswoche wurden Echokardiographien angefertigt und das Gewebe fur
weitere Untersuchungen entnommen.

Nach Abschluss eines 16-wochigen Trainingsintervalls der beiden Trainingsgruppen
und dem bewegungsarmen Lebensstils der Kontroll- und Cholesterin-Gruppe wurden
im Alter von 20 Wochen Echokardiographien zur Bestimmung der
Aortenklappendurchflussgeschwindigkeiten und der Ventrikelgrof3e durchgefihrt.
Wahrend der darauf folgenden Gewebeentnahme wurde Serum fir die
biochemischen Blutanalysen der Cholesterin- und Fetuin-A-Konzentration gewonnen.
Anschlieend wurde von einem Teil der Tiere aus der Kontroll-Gruppe, der
Cholesterin-Gruppe und der regelmaRRigen Trainingsgruppe das praparierte Herz in
Formalin fixiert, um anschlielRend Paraffinschnitte herzustellen. An diesen Schnitten
wurden eine HE-Farbungen der Aortenklappe, von Kossa- und Picrosiriusrot-
Farbungen sowie die immunhistochemischen Untersuchungen durchgefihrt. Der
andere Teil wurde fur Gefrierschnitte genutzt, aus denen RTQ-PCR und DHE-

Farbungen angefertigt wurden. Aus den préparierten Mauseherzen der
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gelegentlichen Trainingsgruppe wurden nur Paraffinschnitte angefertigt fur die bereits
genannten Farbungen und immunhistochemischen Methoden. Durch die Abb. 7 soll
ein Uberblick tber die in dieser Arbeit angewandten Methoden und Untersuchungen
gegeben werden.

gelmanige
iningsgruppe
n=25

Echokardiographie

| !
3 4 .

4
Gewebeentnahme
< ) 2 - .

nitte Gefrierschnitte*
* DHE-Farbung
* RTQ-PCR

Abb. 7: Methodenlbersicht
*Methoden die in Gruppe 4 nicht durchgefiihrt wurden.

2.2.2 Mausmodell und Haltungsbedingungen

Die Studie wurde an C57BL/6-Mausen beiden Geschlechts mit ausgeknocktem LDL-
Rezeptor nach den Vorschriften der Tierschutzverordnung durchgefihrt. Die Tiere
wurden im Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultat Leipzig
unter pathogenfreien Umgebungsbedingungen, in einem Raum mit einem 7 Uhr / 19
Uhr hell/dunkel Rhythmus, untergebracht. Sie lebten, abgesehen von der Dauer des
Trainings, in einem Kafig, getrennt nach Wurf und Geschlecht und ihnen stand rund
um die Uhr das jeweilige Futter und Leitungswasser zur Verfiigung. Diese Verfahren
und Haltungsbedingungen wurden durch die Landesdirektion Leipzig des Freistaates
Sachsen im Tierversuchsantrag (TVV 26/07) gepruft und genehmigt.
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2.2.3 Trainingsprotokoll

Die Mause der beiden Trainingsgruppen wurden eine Woche vor Trainingsbeginn
langsam durch kurzes Lauftraining auf dem Laufband an das sich anschlieRende
Training vorbereitet. Sie begannen mit 10 Minuten fur drei Tage und anschlie3end
mit 15 Minuten fir zwei Tage jeweils bei einer Geschwindigkeit von 15 m/min. Das
regelmafdige Training fand finfmal die Woche, fir jeweils eine Stunde pro Tag, Uber
16 Wochen statt. Das gelegentliche Training fand einmal in der Woche, flur eine
Stunde pro Tag, Uber 16 Wochen statt. Ein Trainingstag bestand aus 60 Minuten
Laufen mit einer Geschwindigkeit von 15 m/min gegen eine 5° Steigung des
Laufbandes. Jeweils in 15-minutigen Intervallen fand eine zweiminttige Pause statt

in der das Laufband ruhte.

2.2.4 Echokardiographie

In der 20. Lebenswoche der LDLR/-Mause wurden Echokardiographien zur
Bestimmung der Durchflussgeschwindigkeiten an der Aortenklappe und zur
Bestimmung der Ventrikelgrof3e angefertigt. Zur Sedierung wurde den Mausen 0,15
mg Midazolam intraperitoneal verabreicht. Mit Hilfe von Pflasterstreifen wurden die
Méause an den Extremitaten auf einer festen Unterlage in Ruckenlage fixiert. Zur
verbesserten Schallibertragung wurde der Thorax in dem betreffenden Areal rasiert
und mit einem Ultraschallgel versehen. Es wurde das Sonos 5500 Echokardiogramm
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) mit einem 12 MHz-Phased-Array-
Schallkopf fur die Untersuchungen verwendet. Die Untersuchungen wurden von
einem erfahrenen Untersucher, Herrn Dr. Y.. Matsumoto, durchgeflhrt und

dokumentiert.

2.2.5 Gewebeentnahme und Fixation

Nach Abschluss der Echokardiographie verabreichte man den Mausen 5 mg
Ketaminhydrochlorid sowie 0,25 mg Xylazinhydrochlorid intraperitoneal zur
Narkotisierung. Mittels Pflasterstreifen wurden die Mause in Ruckenlage fixiert und
die Narkosetiefe durch Test auf externe Reaktionen uUberprift. Das restliche Fell
wurde mittels Einwegrasierer entfernt und anschlie3end unter Zuhilfenahme von
Octenisept alle Fellreste beseitigt und eine Desinfektion durchgefiihrt. Zur Entnahme
der Herzens wurde als erstes eine mediane Langslaparatomie mit anschlie3end
verlangerter Thorakotomie mittels Praparierschere durchgefuhrt. Fur eine bessere
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Ubersicht sorgten zwei an den Schnittrandern angebrachte Pinzetten. AnschlieRend
kam ein Operationsmikroskop, mit der Mdglichkeit zur 24-fachen VergrofRerung fur
die genaue Darstellung des Herzens zur Anwendung. Es wurden 25 IE/0,05 ml
Heparin apikal in die linke Herzkammer injiziert, um eine Koagulation des Blutes zu
verhindern. Dann wurde der rechte Vorhof inzidiert, um ca. 300 ul venoses Blut zu
erhalten. Dreimal jeweils 3x1 ml PBS-Losung wurde von apikal in die linke Kammer
injiziert fur die Beseitigung der restlichen Blutbestandteile von der Aortenklappe.
Anschliel3end mussten, fur die Darstellung der Aorta ascendens, mediastinales Fett
und Thymusanteile beseitigt werden. Fur die Anfertigung der folgenden Schnitte war
es wichtig eine zur Aortenklappenebene parallele Ausrichtung auszuwahlen. Dafur
wurde die Aorta ascendens mdglichst proximal abgesetzt, um spater eine optimale
Aufsicht auf die Aortenklappe zu erhalten und so unter Sicht die Klappe ausrichten
zu konnen.

Das Herz wurde durch Abpréparation aller restlicher Strukturen, wie Venae cavae,
Truncus pulmonalis, Pulmonalvenen und des Perikardes aus dem Thorax
entnommen und in einer mit PBS gefullten Petrischale weiter bearbeitet. Es fand eine
nochmalige Spulung zur Beseitigung noch vorhandener Blutbestandteile statt.

Fur die Paraffinschnitte wurden die Herzen fir eine Dauer von 24 Stunden in 4%
neutral gepufferter Formaldehydlbésung stabilisiert. AnschlieRend wurde mittels
Skalpell ein Querschnitt durch die Kammerebene so gewahlt, dass er parallel zur
Aortenklappenebene verlauft und der Absetzungsrand den gleichen Abstand zur
Aortenklappenebene  besitzt, wie der Absetzungsrand oberhalb  der
Aortenklappenebene durch die Aorta ascendens.

Die Herzen, die fur die Gefrierschnitte vorgesehen waren, wurden unter
Zuhilfenahme von Zellstoff trocken getupft und anschlieend zur genauen
Ausrichtung in 24-facher VergrolR3erung mikroskopiert. Die linke Kammer wurde
unterhalb der Aortenklappe ebenfalls wie die Aorta ascendens quer abgesetzt, um
eine bessere Sicht fur die spatere Ausrichtung zu erhalten. Dabei war es wichtig
auch diesen Querschnitt parallel zur Klappenebene zu wahlen. Das nun erhaltene
Praparat der Aortenklappe wurde so ausgerichtet, dass die Klappenebene parallel
zur Préparatoberflache mittig im Praparat steht und so eine optimale Ansicht von
oben auf das zukinftige Praparat erfolgen kann. Zudem sind damit zur

Klappenebene parallele Schnitte mdglich.
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Die Entnahmevorgange wurden von einem erfahrenen Praparateur, Dr. Y.
Matsumoto, durchgefiihrt. Die fertig zugeschnittenen Praparate wurden in einer mit
OCT gefllten Einbettwanne ausgerichtet und unter Beseitigung aller Lufteinschliisse
mit flissigem Stickstoff abgekihlt. Zur dauerhaften Kihlung wurden die erhaltenen
Praparate bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.

2.2.6 Biochemische Blutanalyse

2.2.6.1 Serumgewinnung

Venoses Blut, welches durch Heparin-Natrium ungerinnbar gemacht wurde, wurde
wie unter Punkt 2.2.5 Gewebeentnahme und Fixation beschrieben, gewonnen.
Anschlielend wurde durch Zentrifugation das Blutserum hergestellt. Dieses wurde
ebenfalls unter Zuhilfenahme von flissigem Stickstoff abgekihlt und bei -80°C im
Gefrierschrank aufbewahrt.

2.2.6.2 Kolorimetrische Messung der Cholesterinkonzentration

Fur die Bestimmung der Cholesterinkonzentration in dem gewonnenen Serum wurde
eine kolorimetrische Messung angewandt. Cholesterin liegt im Blut zur Mehrzahl als
Cholesterolester vor, ein Fakt den sich das verwendete EnzymChrom TM
Cholesterol Assay Kit (ECCH-100, Bioassay Systems, Hayward, USA) zu Nutze
macht. Es beruht auf der Hydrolyse von Cholesterolestern durch Cholesterolesterase
zu freiem Cholesterol. Das Enzym Cholesterol-Dehydrogenase katalysiert nun die
Umwandlung vom entstandenen Cholesterol zu Cholest-4-ene-3-one, wodurch
zusatzlich NAD zu NADH reduziert wird. Das entstandene NADH wird durch
guantitative kolorimetrische Messung bei einer Absorption von A=570 nm mittels
Mehrkanalspektrometer gemessen und ist direkt proportional zur
Cholesterinkonzentration. Durchgefuhrt wurde die Messung wie vom Hersteller
vorgeschrieben.

2.2.6.3 ELISA fur Fetuin-A-Konzentration

Zur Bestimmung der Fetuin-A-Konzentration wurde das gewonnene Serum mit Hilfe
eines Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Kit fur murines Fetuin-A der
Firma R&D Systems untersucht. Dabei handelt es sich um ein Sandwich-ELISA bei
dem wie von Luttmann et al. (1999) die folgenden schematischen Schritte

durchlaufen werden. Auf einer mit Fangerantikbrper beschichteten Mikrotiterplatte
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werden die Serumproben aufgetragen. Das gewunschte Antigen wird von den
Fangerantikorpern gebunden und restliches Material in einem Waschschritt beseitigt.
Anschlielend wird ein enzymgekoppelter Detektionsantikdrper hinzugegeben,
welcher das Antigen an einem anderen Epitop bindet. Als Enzym wird dabei in der
vorliegenden Arbeit Peroxidase genutzt, welche nach Zugabe eines Substrates
(Tetramethylbenzidin) einen Farbumschlag entwickelt, der photometrisch gemessen
werden kann und proportional zur Menge des Antigens ist. Bei der Durchfuhrung
richteten sich die Arbeitsschritte nach Angaben des Herstellers.

2.2.7 Histologische Methoden

2.2.7.1 Paraffinschnitte

Nach der Gewebeentnahme, der Fixation in 4% Formaldehydlésung und
mikroskopischer Begutachtung fur einen aussagekréftigen Zuschnitt sowie deren
Ausrichtung, wurden die Aortenklappenpraparate in Einbettkassetten eines
Einbettautomaten (Tissue-Tek VIP, Sakura, Japan) gelegt, der automatisch den
Vorgang der Einparaffinierung mittels flissigem Paraffin dbernahm. In Tab. 1 sind

der Ablauf mit zugehdrigen Inkubationszeiten und Temperaturen veranschaulicht.

Stadium |[Medium Inkubationszeit [h] Temperatur
1 Ethanol 50%ig 01:00 35°C
2 Ethanol 70%ig 01:00 35°C
3 Ethanol 80%ig 01:00 35°C
4 Ethanol 96%ig 01:00 35°C
5 Ethanol 96%ig 01:00 35°C
6 Ethanol 100%ig 01:00 35°C
7 Ethanol 100%ig 01:00 35°C
8 Xylol 100%ig 00:30 35°C
9 Xylol 100%ig 00:30 35°C
10 Paraffin 00:30 60°C
11 Paraffin 00:30 60°C
12 Paraffin 01:00 60°C
13 Paraffin 01:00 60°C

Tab. 1: Stadien der Paraffinierung mit Inkubationszeiten und Temperaturen im Einbettautomat
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Anschliel3end wurde der erhaltene Paraffinblock in ein Mikrotom eingespannt und in
4 um dicke Serienschnitte geteilt. Daraus wird ersichtlich, weshalb die vorherige
mikroskopische Ausrichtung von so enormer Bedeutung war. Da nur alle 3 Taschen
der Aortenklappe sichtbar werden, wenn genau parallel zur Klappenebene
ausgerichtet wurde. AnschlieRend wurden die Schnitte in eine auf 55°C beheizten,
mit Wasser gefullten Wanne gelegt und gestreckt. Die so gewonnenen Schnitte
konnten nun unter mikroskopischer Sicht mittels eines Pinsels auf einen
Glasobjekttrager aufgetragen und ausgerichtet werden. Danach wurden sie auf
einem Warmebankchen getrocknet und waren anschlielend lagerungsfahig. Um sie
zuganglich fuir die folgenden Féarbemethoden und immunhistochemischen
Untersuchungen zu machen, mussten sie entparaffiniert und rehydriert werden. Die
Entparaffinierung erfolgte in drei separaten Xylolldsungen fur jeweils 10 Minuten. Die
anschlieBende Rehydrierung wurde durch eine absteigende Alkoholreihe (100%-,
95%-, 70%-, 50%-Ethanol) jeweilig fir 5-10 Minuten erreicht. Zum Abschluss wurden
sie fur 2 Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen.

2.2.7.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Fur die anschlieRende morphologische Beurteilung der Aortentaschendicke wurden
die Paraffinschnitte wie unter Punkt 2.2.7.1 Paraffinschnitte beschrieben, der
Entparaffinierung und Rehydrierung unterzogen und mittels Hamatoxylin-Eosin

gefarbt. Daflr waren nacheinander die folgenden Schritte notwendig:

e Farben in Hamalaun nach Mayer fur 10 Minuten

e Blauen in warmen Leitungswasser fur 10 Minuten

e Kurz Spilen in 0,1%ige HCI-LOsung

e Farben in 0,25%igen wassrigen Eosin G fur 5 Minuten

e Spulen mit Aqua dest.

e Waschen in aufsteigender Alkoholreihe (70%-, 95%-, 100%-Ethanol)
e 3 mal: Spulen in separater Xylollosung fir 3 Minuten

e Eindecken mit Entelan

Das Ergebnis der Farbung sind durch Hamatoxylin blaugefarbte Zellkerne und durch
Gegenfarbung mit Eosin rotgefarbtes Zytoplasma. Zur Vermeidung von
Farbunterschieden wurden alle Schnitte in einem Versuchsdurchlauf angefertigt.
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2.2.7.3 Von Kossa-Farbung

Die von Kossa-Farbung wurde in dieser Arbeit zur Darstellung von Mineralisationen
genutzt. Sie ist in der Lage kalkhaltige Bereiche braunschwarz und Kerne
entsprechend der Gegenfarbung rot zu farben. Kalzium in den Karbonaten und
Phosphaten wird gegen Silberionen ausgetauscht, die anschlie3end zu metallischem
Silber durch den Einfluss von Tageslicht reduziert werden.

Paraffinschnitte wurden wie bereits unter Punkt 2.2.7.1 Paraffinschnitte beschrieben
entparaffiniert und rehydriert. Im Anschluss wurden folgende Schritte durchgefihrt:

e Hydratisierung mit Aqua dest.

e Farben in 5% wassriger Silbernitratldsung fir 10-20 Minuten im Sonnenlicht
e Spulen mit Aqua dest.

e Fixieren in 5% Natriumthiosulfatlésung fir 2 Minuten

e Spulen mit Aqua dest.

e Gegenfarben der Kerne mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat fir 3 Minuten

e Spulen mit Aqua dest.

e Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (70%-, 95%-, 100% Ethanol)

e 2 mal: Spulen in separater Xylollosung fir 3 Minuten

e Eindecken in Kanadabalsam

Als Negativkontrolle wurden Schnitte 30 Minuten vor der von Kossa-Farbung mit
10%iger Ameisensaure behandelt, welche eine Auswaschung der kalkhaltigen
Areale zur Folge hatte. Es wurden alle Schnitte in einem Versuchsdurchlauf

angefertigt, um Unterschiede in Farbintensitaten zu vermeiden.

2.2.7.4 Picrosiriusrot-Farbung

Die Picrosiriusrot-Farbung wurde zur Darstellung von Kollagen flr die Beurteilung
von Fibrosierungen der Aortenklappen genutzt. Unter dieser Farbemethode stellen
sich Kollagenfasern Typ | rot bis gelb, elastische Fasern violett und Kerne braun dar.
Die dafur vorgesehenen Paraffinschnitte wurden wie unter Punkt 2.2.7.1
Paraffinschnitte zuvor entparaffiniert, rehydriert und anschlielend folgenden
Schritten unterzogen:
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e Quellen mit Leitungswasser fur 10 Minuten

e 10 mal: kurz Spulen in 3% Essigsaure

e Farben mit 1% Alzianblau-Ldsung fir 30 Minuten
e Spulen mit Leitungswasser fur 3 Minuten

e 10 mal: kurz Spulen mit 70% Ethanol

e Einwirken in Aldehydfuchsin fiir 45 Minuten

e 3 mal: kurz Spulen mit 70% Ethanol

e Spulen mit Leitungswasser fur 3 Minuten

e Farben mit Weigerts Hamatoxylin fir 10 Minuten
e Spulen mit Leitungswasser fur 3 Minuten

e Farben mit 0,1% Picrosiriusrot fur 30 Minuten

e Kurz Waschen mit 0,01% HCI

e 2 mal: Dehydrieren mit 96% Ethanol fur 5 Minuten
e 2 mal: Dehydrieren mit 100% Ethanol fir 5 Minuten
¢ 2 mal: Waschen mit Xylollésung fur 5 Minuten

e Eindecken mit Entelan

Um Unterschieden in der Farbintensitat vorzubeugen wurden alle Farbungen in

einem Versuchsdurchlauf angefertigt.

2.2.7.5 Gefrierschnitte

Die in OCT eingebetteten Aortenklappenpraparate wurden durch ein Kryomikrotom
bei einer Temperatur von -20°C in eine Schichtdicke von 30 um geschnitten. Vorher
war es notwendig die zuvor bei -80°C im Gefrierschrank gelagerten Praparate auf die
Betriebstemperatur des Kryomikrotoms von -20°C zu erwarmen, um Risse durch die
zu hohe Festigkeit der Praparate zu vermeiden. Die Herstellung der Gefrierschnitte
fand unter mikroskopischer Kontrolle (VergroRerung 100fach) nach jedem
Schneidevorgang statt, um die gewtnschten Schnittebenen, in denen alle 3 Taschen
der Klappe sichtbar wurden zu identifizieren. Nur diese fanden Verwendung fur die
nachfolgenden Untersuchungen. AnschlieRend wurden die Schnitte wieder bei -80°C
im Gefrierschrank gelagert bis sie zur Verwendung aufgetaut werden konnten.
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2.2.7.6 Dihydroethidium-Farbung

Wie in Weiss et al. (2006) beschrieben, dient die DHE-Farbung zur Darstellung von
reaktiven Sauerstoffspezies und ist somit ein Monitor fir oxidativen Stress. Durch
Superoxidanionen wird DHE zu Oxyethidium umgewandelt, welches rot fluoresziert
und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden kann. Als Grundlage
wurden aufgetaute Gefrierschnitte, in denen die 3 Taschen der Aortenklappe sichtbar
waren, verwendet. Die Schnitte wurden bei 37°C mit DHE (10 umol/l) und PBS in
Dunkelheit  fur 30 Minuten  inkubiert. AnschlieRend  wurden  sie
fluoreszenzmikroskopisch betrachtet und fotografiert.

2.2.8 Histologische Evaluation

2.2.8.1 Evaluation der Aortenklappentaschendurchmesser

Fur die Quantifizierung der Durchmesser der Aortenklappentaschen wurde ein
computerassistiertes Bildanalyseverfahren Analysis 3.0 der Firma Olympus Soft
Imaging Solutions GmbH verwendet. Grundlage bildeten wie durch Aikawa E et al.
(2007) Dbeschrieben, die Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnitte, die unter
mikroskopischer VergroRerung fotografiert und so der Software zugénglich gemacht
wurden. Dabei wurden diejenigen Schnitte selektiert auf denen alle 3 Taschen der
Aortenklappe angeschnitten waren. Fur die Ermittlung des Durchmessers wurde aus
5 in gleichem Abstand verteilten Messungen ein Durchschnittswert fur jede der 3
Taschen einer Aortenklappe gemittelt. Um am Ende einen Messwert fur jede
Aortenklappe zu erhalten, wurde aus den 3 erhaltenen Werten ebenfalls der

Durchschnitt errechnet.

2.2.8.2 Evaluation der histologischen Farbungen

Zur Quantifizierung der von Kossa-, Picrosiriusrot- und DHE-Farbungen wurde ein
wie durch Goser et al. (2005) beschriebenes, in Tab. 2 dargestelltes
Graduierungssystem verwendet. Dabei erfolgte die Einteilung nach dem
prozentualen Anteil positiv gefarbter Zellen in die Grade 0 bis 5 lichtmikroskopisch
durch zwei unabhangige Untersucher. Fur die Darstellung der Ergebnisse in
Diagrammen wurden diese Grade einem pathologischen Score gleichgesetzt.
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Graduierung | Anteil positiv gefarbter Zellen
Grad O keine

Grad 1 <5%

Grad 2 6% - 10%

Grad 3 11% - 30%

Grad 4 31% - 50%

Grad 5 > 50%

Tab. 2: Einteilung der immunhistochemischen Farbungen in Grad 0 bis 5 nach dem Anteil der
positiv gefarbten Zellen in Schnitten der Aortenklappe

2.2.9 Immunhistochemische Methoden

Die Immunhistochemie beruht auf der Darstellung von Gewebebestandteilen mit Hilfe
von Antikdrpern. Dem Prinzip liegt eine Antigen-Antikorper-Reaktion zu Grunde. Das
Antigen stellt einen spezifischen Gewebebestandteil dar, der sichtbar gemacht
werden soll. In den folgenden Untersuchungen wurde die indirekte Methode der
Immunhistochemie angewandt, bei der ein Primarantikérper spezifisch an den zu
visualisierenden Bestandteil im Gewebe bindet. Die Untersuchung umfasste als
Bestandteile des Aortenklappengewebes die endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS), Mac3, a-smooth-muscle-actin (aSMA), Alkalische Phosphatase
(ALP), oxidierte Low Density Lipoproteine (ox-LDL), Osteopontin (OPN) und
Osteoprotegerin  (OPG). Dafiur wurden die aus der Tab. 3 hervorgehenden
Primarantikdrper in angegebener Verdiinnung mit Antibody Diluent with Background
Reducing Component mit dem Klappengewebe in der vom Hersteller angegebenen
Weise inkubiert.
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Primarantikérper VerdUinnung | Zielantigen
rabbit polyclonal anti-mouse NOS-3 antibody 1:20 000 eNOS

rat monoclonal antibody against mouse Mac3 1:5000 Mac3
a-smooth muscle actin 1A4 1:850 alphaSMA
rabbit polyclonal antibody against alkaline phosphatase | 1:150 ALP

rabbit polyclonal anti-HOCI-ox-LDL 1:3000 ox-LDL
rabbit polyclonal anti-osteopontin 1:1000 OPN

rabbit polyclonal anti-osteoprotegerin 1:500 OPG

Tab. 3: Ubersicht fiir die in der Immunhistochemie verwendeten Primarantikérper mit

Verdinnung und Zielantigen

An die Primarantikdrper wurden anschliel3end enzymgekoppelte Sekundarantikdrper
gebunden, die im Falle eines primaren MausantikOrpers zusammen mit den
restlichen Reagenzien aus einem CSA Il Biotin-free Tyramide Signal Amplication
System (Code K1497) der Firma DakoCytomation stammten oder im Falle eines
anderen Primarantikoérpers, separat von einem Hersteller angefordert wurden. Die
Sekundarantikorper waren Merretichperoxidase-(HRP)-gekoppelt. Als
Sekundarantikdrper wurden abhangig vom Primarantikdrper Ziegen-Anti-Kaninchen-
Antikdrper bei primarem Kaninchen-Antikorper, Ziegen-Anti-Ratten-Antikbrper bei
primarem Ratten-Antikbrper und die Anti-Maus-Antikorper des genannten CSA II-
Systems im Falle des primaren a-smooth muscle actin 1A4 genutzt. Anschlie3end
konnte mit Hilfe der Merretichperoxidase als Katalysator Fluoreszein-Tyramid oxidiert
werden, dass die Ausfallung auf die Probe in naher Umgebung zum
nachzuweisenden Antigen zur Folge hatte. Ein peroxidasegebundener Anti-
Fluoreszein-Antikorper diente zum Nachweis des ausgeféllten Fluoreszeins. Als
Chromogensubstrat nutzte man Diaminobenzidin, welches nach Umsetzung durch
die Peroxidase zu einem lichtmikroskopisch nachweisbaren braunem Produkt
reagierte.

Fur die angewandte Methode wurden Paraffinschnitte, wie unter Punkt 2.2.7.1
Paraffinschnitte beschrieben, zuvor einer Entparaffinierung und Rehydrierung
unterzogen. Der schematische Ablauf ist in Abb. 8 verdeutlicht und wurde nach
Vorgaben des Herstellers ausgefihrt.
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Fluoreszyl-Tyramid

Sekundarantikorper
peroxidasegekoppelt

VA

Diaminobenzidin

o 8 %Se lichtmikroskopisch sichtbarer
4 |
Antigen l brauner Farbumschlag

Aortenklappengewebe . - Anti-Fluoreszein-Antikrper
peroxidasegekoppelt

Abb. 8: Schema der immunhistochemischen Nachweismethode

An das nachzuweisende Antigen bindet ein spezifischer Priméarantikérper, der durch einen
peroxidasegekoppelten Sekundarantikdrper spezifisch gebunden wird. Nach Zugabe von Fluoreszyl-
Tyramid lagert sich das durch die Peroxidase entstandene Fluoreszein in der Antigenumgebung ab.
Dieses abgelagerte Fluoreszein wird durch einen peroxidasegekoppelten Anti-Fluoreszein-Antikérper
gebunden und nach Zugabe von Diaminobenzidin entsteht hieraus ein lichtmikroskopisch
nachweisbares braunes Produkt.

2.2.10 Immunhistochemische Evaluation

Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase als Marker fur Endothelzellen wurde fur
die Darstellung der Endothelintegritdt quantifiziert. Daftir wurden wie schon durch
Arishiro et al. (2007) beschrieben, mit Hilfe des computerassistierten
Bildanalyseverfahrens Analysis 3.0 (Olympus Soft Imaging Solutions) die eNOS-
positiven Bereiche der Aortenklappenoberflache ausgemessen und als Ratio in
Prozent gegen den Gesamtumfang der Aortenklappenoberflache aufgetragen. Zur
Quantifizierung der immunhistochemischen Farbungen fur Mac3, a-SMA, ALP, ox-
LDL, OPN, OPG der Aortenklappenschnitte, wurde ebenfalls das unter Punkt 2.2.8.2
Evaluation der histologischen Farbungen vorgestellte Modell nach Goser et al.
(2005) verwendet (Vergleich Tab. 2).
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2.2.11 Molekularbiologische Methoden

Die folgenden Untersuchungen wurden zur Analyse der Genexpression angefertigt.
Sie dienen dem quantitativen Nachweis auf molekularer Ebene. Daflir musste als
erstes messengerRNA aus den Aortenklappentaschen gewonnen werden. Aus der
messengerRNA musste anschlieBend durch Reverse Transkription, die
komplementére DNA far die folgende Real-Time-quantitative-
Polymerasekettenreaktion gebildet werden, da die DNA-Polymerase in diesem

Verfahren nur DNA als Template nutzen kann.

2.2.11.1 RNA-Isolation

Zur Gewinnung von RNA wurden Gefrierschnitte der Aortenklappen genutzt. Die fur
unsere Untersuchungen interessante messengerRNA macht von der gewonnenen
Gesamt-RNA, bestehend aus messengerRNA, transportRNA, smallRNA und
diversen anderen RNA-Molekilen, ca. 2% aus. Das ist fur die RTQ-PCR
ausreichend. Um moglichst reprasentatives Klappenmaterial zu nutzen, sind nur
diejenigen Schnitte ausgewahlt worden, in denen alle 3 Taschen der Klappe
angeschnitten waren. Es kam nur das Gewebe der Taschen, ohne das restliche
umgebende Gewebe zur Anwendung. Dafur wurden die Taschen mikroskopisch mit
einer 30 G Kanile vom ubrigen Gewebe befreit. AnschlielRend wurde die RNA, mit
Hilfe eines RNA Isolationskits der Firma Qiagen, isoliert. Die Durchfiihrung erfolgte

nach Protokoll des Herstellers.

2.2.11.2 Reverse Transkription

Fur die Synthese der komplementdren DNA aus der gewonnenen RNA wurde ein
Sensiscript RT Kit der Firma Qiagen genutzt. Die Tab. 4 zeigt den Ansatz fur die
Probe des Taschengewebes einer Aortenklappe. Zur Vermeidung von
Pipettierungenauigkeiten wurde fur alle Proben ein Master Mix hergestellt und am
Ende die RNA hinzugefiigt. Die Durchfiihrung erfolgte gemalf3 Herstellerprotokoll.
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Komponenten Volumen
Master Mix

10x Puffer RT 2,0 pl
dNTP Mix (5 mM jedes dNTP) 2,0
Random Primer Hexanucleotid (1:30) |2,0 ul
Rnase Inhibitor (10 Einheiten/ul) 1,0 pl
Sensiscript Reverse Transkriptase 1,0 pl
Rnase-freies Wasser variabel
Template RNA variabel
Gesamtvolumen 20 ul

Tab. 4: Komponenten fir die Reverse Transkription

2.2.11.3 Real-Time-quantitative-Polymerasekettenreaktion (RTQ-PCR)

Zur Quantifizierung der gewonnenen komplementdren DNA kam die Real-Time-
guantitative-Polymerasekettenreaktion zur Anwendung. Bei diesem Verfahren
werden wie von Mulhardt (2009) beschrieben, keine absoluten Mengen gemessen,
sondern die Kinetik der PCR-Reaktion genutzt. Das verwendete SYBR Green
System der Firma Invitrogen (Darmstadt) dient dabei als DNA-Farbstoff, der an die
DNA bindet und die Fluoreszenz entsprechend der Vermehrungszyklen ansteigt. In
den frihen PCR-Zyklen findet eine exponentielle Vermehrung der DNA-Fragmente
statt. Dabei laufen wie bei jeder PCR in mehreren Zyklen nacheinander immer

wieder folgende Schritte ab:

e Denaturierung: bei 95° kommt es zur Zerlegung der DNA-Doppelstrange in
Einzelstrange durch Losen der Wasserstoffbriickenbindungen

e Annealing: Temperatursenkung auf die fur die jeweiligen Primer optimale
Temperatur zum Hybridisieren an die DNA

e Elongation: Erhitzen auf das Temperaturoptimum der Tag-Polymerase, die

nun die Zweitstrangsynthese tbernimmt

Dieses exponentielle Wachstum ist durch StorgroRen wie unter anderem der
begrenzten Anzahl von Primern, Nukleotiden, der begrenzten Haltbarkeit der

Polymerase und Nukleotide, durch anhaltend hohe Temperaturen sowie der
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Hemmung der Reaktion durch anfallende Reaktionsprodukte begrenzt und geht in
ein lineares Wachstum uber, bis es letztendlich zum Stillstand kommt. Die Zykluszahl
wird gegen die Fluoreszenz aufgetragen. Es wird eine Fluoreszenz gewabhlt, bei der
alle Kurven der zu analysierenden Gene im exponentiellen Anstieg sind. Parallel zu
den gewiunschten Genen wurde die ubiquitdr vorkommende 18S rRNA, die durch die
Interventionen nicht beeinflusst wurde, als Housekeeping-Gen gefahren. Dadurch
war es moglich, die Genexpression der messengerRNA fir a-SMA, BMP-2, Runx-2
und ALP in Relation zur Expression von 18S-rRNA zu betrachten und die Ergebnisse
in dimensionslosen Einheiten, sogenannten ,arbitrary units” untereinander quantitativ
vergleichbar zu gestalten. Genutzt wurde fur dieses Verfahren ein 1Q5-Cycler der
Firma BioRad. Die Durchfiihrung richtete sich nach Angaben des Herstellers.

In Abb. 9 wird dieser Sachverhalt anschaulich gemacht.

Fluorescence [F1]
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|
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Abb. 9: Beispiel einer RTQ-PCR mit dem Light Cycler

Jede Probe gelangt nach einer gewissen Anzahl an PCR-Zyklen in eine Phase mit exponentiellem
Anstieg, aus der der Punkt mit dem maximalen Anstieg (Tangente) ermittelt wird. Dies geschieht

ebenfalls fir das Housekeeping-Gen und kann so mit selbigem in ein Verhaltnis gesetzt werden.

Komponenten des Versuchsansatzes konnen Tab. 5 entnommen werden. Zur
Vermeidung von Pipettierungenauigkeiten wurde ein Master Mix fur alle Proben

angefertigt.
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Komponenten Volumen
Master Mix

10x PCR-Puffer 2,0
dNTP(10 mM) 0,4 ul
Primer- Mix (je 5 uM sense-, antisense- Primer) 0,4 pl
SYBR- Gold (1x; Stammlosung:10.000x) 4,0 ul
nicht- acetyliertes BSA (5 mg/ml) 0,5ul
MgClz 1,0 pul
Tag- Polymerase 0,2 ul
nukleasefreies hochreines Wasser(HPLC-Wasser) | 10,5 pl
cDNA 1,0 pl
Gesamtvolumen 20,0 u

Tab. 5: Komponenten fir die RTQ-PCR

Fur das Annealing wurden die in Tab. 6 dargestellten Primer bei entsprechendem

Temperaturoptimum verwendet.

Gen Primersequenz (sense/antisense 5'-3') |Produktlange | Temperatur
5-ATACAGGACTCTTTCGAGGCCC-3'

18S rRNA 255 bp 61°C
5-CGGGACACTCAGCTAAGAGCAT-3'
5'-CTGACAGAGGCACCACTGAA-3'

o-SMA 310 bp 56°C
5-ATCTCACGCTCGGCAGTAGT-3'
5-CTCGTCACTGGGGACAGAACTT-3

BMP-2 413 bp 60°C
5-ACCCGCTGTCTTCTAGTGTTGC-3'
5-CTTCACAAATCCTCCCCAAGTG-3'

RUNX-2 434 bp 67°C
5-TCAGAGGTGGCAGTGTCATCAT-3'
5-GCCCTCTCCAAGACATATA-3'

ALP 372 bp 58°C
5-CCATGATCACGTCGATATCC-3'

Tab. 6: Fur die RTQ-PCR verwendete Primer mit Produktlange bei entsprechender Temperatur

fir das Annealing.
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Zum Ende der RTQ-PCR findet eine Schmelzkurvenanalyse statt, fur welche die
Temperatur im Light Cycler langsam auf 95°C erhdht wird. Dieses Verfahren erlaubt
den Ruckschluss, dass auch nur das spezifisch gewiinschte Template amplifiziert
wurde und macht somit eine Aussage uber die Reinheit der PCR mdglich. Die Abb.
10 zeigt beispielhaft eine solche Schmelzkurvenanalyse im Light Cycler.
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Abb. 10: Beispiel einer Schmelzkurvenanalyse im Light Cycler Es ist zu erkennen, dass sowohl
die schwarze als auch die rote Kurve einen gemeinsamen Schmelzpunkt haben. Dies erlaubt den
Ruckschluss, dass es sich um die gleichen Amplifikationsprodukte handelt und die eingesetzten
Primer spezifisch gebunden haben. Die blaue Kurve demonstriert die Negativkontrolle, die keine
cDNA enthalt.

2.2.12 Statistische Methoden
Die Messwerte und Ergebnisse wurden stets als Mittelwert (MW) und dessen
Standardfehler (SF) in der Form MW+SF angegeben. Fir die statistischen

Auswertungen, die zwei Gruppen betrafen, wurde der Student’s t-Test angewandt.
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Im Falle von Daten, die mehr als zwei Gruppen betrafen, wurde die ANOVA-Analyse
(analysis of variance) verwendet. Fir nicht-normverteilte Ergebnisse kam der
Kruskal-Wallis nicht-parametrische Test zur Anwendung. Die systolische
Aortenklappendurchflussgeschwindigkeit wurde anhand eines gepaarten t-Tests

ausgewertet.

46



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Aortenklappenverdickung und
Aortenklappendurchflussgeschwindigkeit

Es wurde untersucht, ob es unter cholesterinreicher Erndhrung in LDLR/-M&usen zu
einer AK-Verdickung sowie zu einer Zunahme der Durchflussgeschwindigkeit kommit.
Weiterhin sollte analysiert werden, ob regelméafRiges und gelegentliches Training
einen praventiven Effekt auf die Entwicklung einer AK-Verdickung und die erhthte
Durchflussgeschwindigkeit haben.

Die in Abb. 11 hierzu erstellten, in Hamatoxylin-Eosin gefarbten AK-Schnitte und
dazugehdrigen quantitativen Analysen visualisieren, dass LDLR/-Mause, die mit
einer Cholesterin-Diat (Cholesterin-Gruppe=Chol) geflttert wurden, signifikant (ca.
60%) dickere Aortenklappen zeigen, als Mause, die einer normalen Diat (Kontroll-
Gruppe=Kontrolle) unterzogen wurden (Taschendicke: Chol 50,14+3,35 um;
Kontrolle 31,27+2,96 um; p<0,001 Chol vs. Kontrolle). Im Gegensatz dazu war die
Taschendicke in der Gruppe mit regelmalligem Training (Chol+Regelmaliig) im
Vergleich zur Cholesterin-Gruppe signifikant reduziert (Taschendicke: Regelmalig
30,36+1,22 um; p<0,001 Chol vs. Chol+Regelméaliig). Der Vergleich der Kontroll-
Gruppe mit der regelméfiigen Trainingsgruppe zeigt keinen signifikanten Unterschied
in der AK-Verdickung ( p=0,776 Kontrolle vs. Chol+Regelmalig). Die Untersuchung
der Taschendicke der Tiere, die gelegentlich trainiert wurden (Chol+Gelegentlich),
zeigte keine signifikante Verédnderung der Taschendicke im Vergleich zur
Cholesterin-Gruppe (Taschendicke: Chol+Gelegentlich 48,85+3,18 um; p<0,758 Chol
vs. Chol+Gelegentlich).
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Abb. 11 Ergebnisse der AK-Verdickung

A zeigt trikuspidale AK von LDLR/-M&usen in Hamatoxylin-Eosin Farbung. Die Pfeilspitzen markieren
die einzelnen Taschen jeder AK. Man kann sehen, dass sich die Taschen der Kontroll-Gruppe (hier
als Kontrolle bezeichnet) dinner darstellen als die der Cholesterin-Gruppe (hier als Chol bezeichnet).
Dahingegen sind die Taschen der Gruppe, welche die Cholesterin-Didt erhielten, aber zusatzlich
regelméaRig trainierte (Chol+RegelmalRig) wieder offensichtlich dinn, vergleichbar mit der
Taschendicke der Kontrolle. Die Gruppe mit Cholesterin-Diat, aber nur gelegentlichen Training
(Chol+Gelegentlich) zeigte dagegen verdickte Taschen, vergleichbar mit denen der Cholesterin-
Gruppe. B demonstriert die gleichen Umsténde in einer quantitativen Analyse der Gesamtschichtdicke
der AK in um an 8 Tieren jeder Gruppe. Das Diagramm veranschaulicht, dass durch regelmafiges
Training, die Taschendicke im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe signifikant reduziert werden konnte
und mit dem Niveau der Kontrolle verglichen werden kann, da hier kein signifikanter Unterschied mehr
nachgewiesen werden konnte. Dagegen blieben die Schichtdicken bei gelegentlichem Training auf
dem Niveau der Tiere, die ausschliellich die Cholesterin-Diat erhielten, ebenfalls gezeigt durch
fehlende Signifikanz.

Mit Hilfe von Echokardiographien wurden die Durchflussgeschwindigkeiten der AK
jeder Gruppe bestimmt (Abb. 12). Es zeigte sich, dass eine Cholesterin-Diat zu
einem signifikantem (ca. 40%) Anstieg der AK-Durchflussgeschwindigkeit verglichen
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mit der Kontrolle fuhrt (AK-Durchflussgeschwindigkeit: Kontrolle 0,96+0,03 m/s, Chol
1,36+0,06 m/s; p<0,0001 Kontrolle vs. Chol). In der Gruppe mit regelmafliigem
Training wurden signifikant reduzierte Durchflussgeschwindigkeiten im Vergleich zur
Cholesterin-Gruppe gemessen (AK-Durchflussgeschwindigkeit: Chol+Regelmalig
0,99+0,04 m/s; p<0,0001 Chol vs. Chol+Regelmalig). Es zeigte sich in der Gruppe
mit regelmaldigem Training kein signifikanter Unterschied der
Durchflussgeschwindigkeiten verglichen mit der Kontrolle (p=0,57 Kontrolle vs.
Chol+Regelmalig). Dadurch konnte gezeigt werden, dass regelmafiiges Training in
der Lage ist, den durch Cholesterin-Diat induzierten Anstieg der AK-
Durchflussgeschwindigkeit zu verhindern, wohingegen dies durch gelegentliches
Training  nicht gezeigt werden konnte  (AK-Durchflussgeschwindigkeit:
Chol+Gelegentlich 1,23+0,04 m/s; p=0,21 Chol vs. Chol+Gelegentlich).
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Abb. 12 Ergebnisse der AK-Durchflussgeschwindigkeit

A zeigt den Vergleich von Beispielen, der mit kontinuierlicher Doppler-Echokardiographie
gemessenen maximalen Durchflussgeschwindigkeiten der AK zwischen Kontroll-Gruppe (hier
bezeichnet als Kontrolle), Cholesterin-Gruppe (Chol), und den Gruppen mit Cholesterin-Diat und
entweder regelméaRigem (Chol+Regelmafig) oder gelegentlichem Training (Chol+Gelegentlich). B

veranschaulicht die quantitativen Analysen der maximalen AK-Durchflussgeschwindigkeit iber den
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Studienzeitraum an 8 Tieren jeder Gruppe. Es ist zu sehen, dass die Flussgeschwindigkeiten der
Cholesterin-Gruppe deutlich erhéht sind verglichen mit der Kontrolle. Durch regelmafiges Training
lasst sich, im Gegensatz zu gelegentlichen Training eine Erhéhung der Flussgeschwindigkeit

verhindern.

Abschlie3end lasst sich eine positive Korrelation zwischen AK-Verdickung und AK-
Durchflussgeschwindigkeit feststellen (r=0,69, P<0,0001).

3.2 Endothelintegritat

Fur die Darstellung der Endothelintegritat wurde die endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) als Marker fur Endothelzellen genutzt. Mit den folgenden
Untersuchungen sollte der Zusammenhang von cholesterinreicher Erndhrung sowohl
mit als auch ohne korperliches Training und der einschichtigen
Oberflachenbedeckung der AK durch Endothelzellen an LDLR/-Mausen dargestellt
werden. Zusatzlich sollte gezeigt werden, dass durch regelmaRiges koérperliches
Training die Fahigkeit erworben wird die Endothelintegritat zu schitzen.

In Abb. 13 werden die Zusammenhénge deutlich, dass die Aortenklappe der Tiere,
die zur Kontrolle gehérten zu 95,7+1,0% mit einer Endothelzellschicht auf ihrer
Oberflache bedeckt waren. Eine Cholesterin-Diat, unter bewegungsarmen
Umstanden Uber 16 Wochen, fihrt zu einer signifikanten Reduktion des AK-
Endothels (Chol 73,7+2,2%; p<0,0001 Kontrolle vs. Chol). Regelmaliges
korperliches Training hingegen war in der Lage die durch Cholesterin-Diat induzierte
Zerstorung der AK-Endothelintegritat signifikant zu unterdriicken und mehr Endothel
auf der Oberflache der AK zu prasentieren (Chol+Regelmalig 95,8+2,3%; p<0,0001,
Chol vs. Chol+Regelmalig).
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Abb. 13 Ergebnisse der Endothelintegritat

A-C zeigen Immunféarbungen fir endotheliale Stickstoffmonoxid-synthase (eNOS), als Marker fir
Endothelzellen. A reprasentiert dabei die Kontroll-Gruppe (Kontrolle) mit normaler Diat. Man kann
einen Schnitt durch die AK erkennen, deren Oberflache gleichmaRig von eNOS-immungeféarbten
Endothelzellen bedeckt ist (dunklerer Rand um Taschenklappen herum). B stellt dabei einen Schnitt
durch die AK einer Maus der Cholesterin-Gruppe (Chol) dar. Die Pfeile kennzeichnen Bereiche in
denen die eNOS-Immunfarbung und somit das Endothel zerstort ist. In C ist ein AK-Schnitt, der
Gruppe mit Cholesterin-Diat und regelméaRigem Training (Chol+Regelmafiig) dargestellt. Hier sieht
man eine mit A vergleichbare, gleichméllig umrandete eNOS-positive Endothelzellschicht ohne
zerstorte Areale. D demonstriert die zugehdrige quantitative Analyse der eNOS-positiven Ausdehnung
in 8 Tieren der 3 Gruppen, Kontroll-Gruppe, Cholesterin-Gruppe und der Gruppe mit regelmaRigem
Training. Es lasst sich quantitativ zeigen, dass die Kontrolle eine nahezu vollstdndige
Oberflachenverkleidung der AK mit Endothel besitzt. In der Cholesterin-Gruppe zeigten sich hingegen
signifikant niedrigere und damit zerstdrte Endothelareale auf der AK-Oberflache. Die Gruppe mit
regelmafRigem Training hat signifikant hdhere Anteile an Endothel auf der Oberflache der AK im
Vergleich zur Cholesterin-Gruppe vorzuweisen.

51



Ergebnisse

3.3 Makrophagenakkumulation, Klappenfibrose und Proosteogenese

Ziel der Immunfarbungen und dazugehoriger quantitativer Analysen war darzulegen,
dass eine Cholesterin-Diat eine vermehrte Makrophageninfiltration, Klappenfibrose
und Proosteogenese hervorruft, welche sich durch regelméRiges korperliches
Training reduzieren lassen. Hierfur wurde Mac3, als Marker fur Makrophagen, alpha-
smooth muscle actin (a-SMA) sowohl Marker fir glatte Muskelzellen von Geféal3en
als auch den Myofibroblasten &hnliche Zellen und Alkalische Phosphatase (ALP) als
funktionell phanotypischer Marker der Osteoblasten, genutzt.

In Abb. 14 ist zu sehen, dass LDLR/-Mause, die eine normale Diat erhielten und
unter bewegungsarmen Umstanden lebten (Kontrolle), dinne AK-Taschen mit
kleinen, wenn Uberhaupt wenigen Makrophageninfiltrationen aufwiesen. In dieser
Kontrolle waren ebenfalls nur spérlich a-SMA-positive Myofibroblasten und ALP-
positive Osteoblasten vorhanden. Mause mit einer Cholesterin-Diat, die unter
bewegungsarmen Umstadnden lebten (Chol) zeigten jedoch signifikant hohere
Makrophagenakkumulationen, im Vergleich zur Kontrolle (Mac3: p<0,001 Kontrolle
vs. Chol). Weiterhin sind in der Cholesterin-Gruppe auch signifikant h6here o-SMA-
positive Myofibroblasten und ALP-positive Osteoblasten in den AK nachgewiesen
wurden (a-SMA, ALP: p<0,001 Kontrolle vs. Chol). Dem Gegenuber zeigten die
Méause der Gruppe, die eine Cholesterin-Diat erhielten und regelmaRig trainierten
(Chol+Regelmalig), signifikant geringere Makrophagenakkumulationen als durch
Cholesterin-Diat hervorgerufen werden konnte (Mac3: p<0,001 Chol vs.
Regelmallig). Auch die o-SMA-positiven Myofibroblasten und ALP-positiven
Osteoblasten wurden durch regelmafRiges Training signifikant reduziert im Vergleich
zur Cholesterin-Gruppe (a-SMA, ALP: p<0,001 Chol+Regelméalig vs. Chol).
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Abb. 14 Ergebnisse der Immunfarbungen fir Makrophagenakkumulation, Klappenfibrose und
Proosteogenese

A zeigt Immunfarbungen fir Makrophagen (Mac3), fur glatte Muskelzellen der Geféle, den
Myofibroblasten ahnliche Zellen der AK (a-SMA) und fur den funktioniell phanotypischen Marker der
Osteoblasten (ALP). Untersucht wurden jeweils fir die Kontroll-Gruppe (Kontrolle), die Cholesterin-
Gruppe (Chol) und die regelmagige Trainingsgruppe (Chol+RegelméRiges Training). Zu sehen ist eine
vermehrte Anreicherung des jeweiligen Markers in der Chol im Vergleich zur Kontrolle. In der
Cholesterin-Gruppe, die regelmé&Rig trainierte waren die Marker im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe
unter bewegungsarmen Umstanden wieder niedriger, vergleichbar mit dem Niveau der Kontrolle. Die
Pfeile markieren Bereiche des AK-Gewebes in denen eine schwache Immunfarbung sichtbar wird. Die
Pfeilspitzen zeigen Bereiche mit offensichtlicher, positiver Immunfarbung in der glatten
Muskelzellschicht der Klappen sowie arteriosklerotische Areale des Aortensinus in den Mac3- und
ALP-Farbungen. B, C und D verdeutlichen diese Zusammenhange graphisch in semiquantitativen
Analysen fur jeweils 8 Tiere der 3 Gruppen fir die 3 Marker Mac3, o-SMA und ALP. Die Diagramme
veranschaulichen, dass die Ergebnisse jeweils signifikant im Vergleich zwischen Kontroll-Gruppe und

Cholesterin-Gruppe sowie Cholesterin-Gruppe und regelmafiger Trainingsgruppe sind.

Zur Unterstitzung dieser immunhistologischen Ergebnisse wurden quantitative
Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktionen-Analysen durchgefihrt, die in

Abb. 15 dargestellt sind. Untersucht wurden die a-SMA-Expression als Marker fir
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glatte Muskelzellen und Myofibroblasten ahnliche Zellen, die BMP-2-Expression als
Mediator der Kalzifizierung, die Runx-2-Expression, ein proosteogenetischer
Schlusseltranskriptionsfaktor sowie die ALP-Expression, als Osteoblastenmarker der
AK an 8 Tieren der Kontroll-Gruppe (Kontrolle), der Cholesterin-Gruppe (Chol) und
der Gruppe mit regelmafdigem Training (Chol+Regelmalig). Die Analysen ergaben,
dass die Cholesterin-Gruppe signifikant hohere Werte in der Expression von a-SMA,
BMP-2, Runx-2 und der ALP hatte, als die Kontrolle (a-SMA, BMP-2, ALP: p<0,05;
Runx-2: p<0,01 Kontrolle vs. Chol). Dagegen ist in der Gruppe, die regelmalig
trainierte, die mRNA-Expression von o-SMA, Runx-2 und ALP im Vergleich zur
Cholesterin-Gruppe signifikant reduziert worden (a-SMA: p<0,01; Runx-2: p<0,05;
ALP: p<0,01 Chol vs. Chol+Regelmafiig). Die BMP-2-Expression in der Gruppe mit
regelmaligem Training ist ebenfalls reduziert im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe,
jedoch nicht signifikant (BMP-2: p=0,06 Chol+Regelmalig vs. Chol).
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Abb. 15 Ergebnisse der quantitative Analysen fiir Makrophagenakkumulation, Klappenfibrose
und Proosteogenese
Gezeigt sind mRNA-Expression fir A a-smooth muscle actin (a-SMA); B Bone Morphogenetic

Protein-2 (BMP-2) als Mediator der Kalzifizierung; C Runt-related transcription factor-2 (Runx-2) als
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proosteogenetischer Transkriptionsfaktor und D Alkalische Phosphatase (ALP) der AK-Taschen von
jeweils 8 Tieren jeder Gruppe. Es wird deutlich, dass die mRNA-Expression von a-SMA, BMP-2,
Runx-2 und ALP in der Cholesterin-Gruppe (Chol) signifikant héher im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
(Kontrolle) war. In der Gruppe mit Cholesterin-Diat und regelméaRigen Training (Chol+Regelmé&Rig)
konnte fur die mRNA-Expression von o-SMA,Runx-2 und ALP eine signifikante Reduzierung der
Expression im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe gezeigt werden. Die mRNA-Expression fir BMP-2
der Gruppe mit regelmé&Rigem Training im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe zeigte hingegen keine
Signifikanz.

Weiterhin konnte der Zusammenhang zwischen steigender Klappenfibrose und
Mineralisation mit verdickten AK in der Cholesterin-Gruppe und deren Reduzierung
durch regelmaliges Training in Abb. 16 und 17 veranschaulicht werden. In Abb. 16
ist exemplarisch der inhibierende Effekt auf die Kollagenablagerungen in den AK der
Cholesterin-Gruppe mit regelméafRigem Training im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe

unter bewegungsarmen Umstédnden zu sehen.

Kontrolle Chol Chol + RegelmaRBig

Abb. 16 Ergebnisse der Kollagenablagerung

Dargestellte sind Schnitte der AK in Sirius Red-Farbung ohne (oben) und mit (unten) polarisiertem
Licht. Man sieht reichliche Kollagenablagerungen der AK-Tasche in der Cholesterin-Gruppe (mittig:
Chol) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (links: Kontrolle). Die AK der Cholesterin-Gruppe mit
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regelmaligem  Training (rechts:  Chol+RegelmaRig) zeigt wieder deutlich  weniger

Kollagenablagerungen. Pfeilspitzen markieren Bereiche der AK-Taschen.

AuBerdem konnte eine deutliche Mineralisation im Sinne einer Proosteogenese in
AK-Taschen bei Mausen unter Cholesterin-Diat im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
gezeigt werden (exemplarisch Vergleich in Abb. 17). LDLR/-Mause unter
Cholesterin-Diat und regelmaRigem Training zeigten weniger Mineralisationen im

Vergleich zur Cholesterin-Gruppe.
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Abb. 17 Ergebnisse der Mineralisation

Gezeigt sind Schnitte der AK von LDLR/-M&usen in von Kossa-Farbung. A repréasentiert dabei die
Kontroll-Gruppe mit normaler Di&t unter bewegungsarmen Umstdnden. Man kann kaum schwarze
Mineralisationsareale erkennen. B reprasentiert die Cholesterin-Gruppe. Man sieht fein gesprenkelte
Granula von Mineralisationen in einer verdickten Tasche der AK. In C ist ein Schnitt aus der Gruppe
mit regelmaligem Training abgebildet. Es sind im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe eine diinnere
Tasche und weniger schwarze Mineralisationen zu erkennen. D dient als Negativkontrolle und ist eine
Weiterfihrung von B, die durch Eintauchen in 10% Methansaure fir 30 Minuten und anschlieRender

von Kossa Farbung, dekalzifiziert wurde.
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3.4 Kalzifizierung

Durch die in Abb. 18 dargestellten Immunfarbungen, der in den Knochenstoffwechsel
involvierten Proteine Osteopontin (OPN), Osteoprotegerin (OPG) und quantitative
Analysen von Fetuin-A sollte gezeigt werden, dass unter cholesterinreichem Einfluss
die Hemmer der Kalzifizierung sinken. Wohingegen diese Hemmer durch
regelmalliges Training gesteigert werden konnen, so dass als Folge weniger
Kalzifizierungen nachzuweisen sind.

OPN, als Marker fur das Knochen-Remodeling und als organische Komponente von
Knochensubstanz, konnte in allen 3 untersuchten Gruppen nur schwach
nachgewiesen werden (Vgl. Abb. 18 A). Die Kontroll-Gruppe (Kontrolle) zeigt im
Vergleich zur Cholesterin-Gruppe (Chol) kaum sichtbare positive Bereiche fir OPN
sowie wenige arteriosklerotische Bereiche. In der Cholesterin-Gruppe waren
hingegen deutlich arteriosklerotische Areale nachweisbar. Die Gruppe mit
regelmalBigem Training (Chol+Regelmaldig) hatte im Vergleich zur Cholesterin-
Gruppe weniger arteriosklerotische Areale vorzuweisen. OPG, als Steuerungsprotein
im Knochen-Remodeling mit seiner Fahigkeit zur Inhibierung von Osteoklasten (tiber
RANKL-Bindung), war in der Immunfarbung deutlich positiv. In der Kontroll-Gruppe
war es starker, in der Cholesterin-Gruppe schwéacher nachweisbar. RegelmaRiges
korperliches Training fuhrt zur verstarkten Expression von OPG im Vergleich zur
Cholesterin-Gruppe. Im Diagramm in Abb. 18 B ist zu erkennen, dass Fetuin-A, als
Hemmstoff der Verkalkung, in der Kontroll-Gruppe signifikant hohere Level als in der
Cholesterin-Gruppe erreicht (Fetuin-A-Konzentration: Kontrolle 71,2+14,7 nug/ml,
Chol 50,2+6,5 pug/ml; p<0,05 Kontrolle vs. Chol). In der Gruppe mit regelmal3igem
korperlichem Training (Chol+Regelmaliig) war Fetuin-A signifikant héher als in der
Cholesterin-Gruppe  nachweisbar  (Fetuin-A-Konzentration  Chol+Regelmallig
73,9£10,5 pg/ml; p<0,05 Chol vs. Chol+Regelmalig).
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Abb. 18 Ergebnisse der Kalzifizierung

A zeigt Immunfarbungen fir Osteopontin (OPN), als Marker fir Knochen-Remodeling und
Osteoprotegerin (OPG), als Hemmer der Osteoklasten im AK-Gewebe fur die Kontroll-Guppe (links:
Kontrolle), die Cholesterin-Gruppe (mittig: Chol) und die Gruppe mit regelmafiigem Training (rechts:
Chol+Regelmafig). Die Pfeile deuten auf Bereiche schwacher Farbung. Die Pfeilspitzen zeigen
arteriosklerotische Areale mit positiver Féarbung. Die Immunfarbung fir OPN war in der Kontrolle
schwécher positiv als in der Cholesterin-Gruppe. In der Gruppe mit regelmafligem Training war OPN
wieder schwach positiv im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe. Fir OPG verhélt es sich, als Inhibitor
des Knochen-Remodelings folglich genau umgekehrt. In der Kontroll-Gruppe ist die OPG deutlich
positiv nachweisbar, wohingegen es in der Cholesterin-Gruppe abgeschwéacht erscheint. Die Gruppe
mit regelmaligem Traininig prasentierte wieder deutlich positiv gefarbte Areale. Im Diagramm B ist die
Fetuin-A-Konzentration, als Hemmstoff der Verkalkung, in 8 Tieren jeder Gruppe untersucht wurden.
Die Kontrolle zeigt im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe signifikant htéhere Werte. Ebenso verhielt es
sich mit der Gruppe, die regelmalligem Training unterzogen wurde. In dieser Gruppe waren die
Konzentrationen signifikant hoher im Vergleich zur Cholesterin-Gruppe.

3.5 Myeloperoxidase und oxidativer Sress
Durch die in den Abb. 19 dargestellten  Untersuchungen  der

Myeloperoxidasekonzentration, als enzymatische Quelle oxidativer Produkte sowie
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Immunfarbungen fur oxidiertes LDL und in situ Detektion der Superoxidproduktion
mittels DHE in Rotfluoreszenz, sollte gezeigt werden, dass regelmaliges
korperliches Training die Serumspiegel der Myeloperoxidase (MPO) und den
oxidativen Stress in AK der LDLR/-Mause reduziert.

Die Cholesterin-Gruppe (Chol) zeigte im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (Kontrolle)
eine signifikant hohere MPO-Expression (MPO-Konzentration: Kontrolle 63,1+7,6
ng/ml, Chol 279,0+£90,5 ng/ml; p<0,05, Kontrolle vs. Chol). Durch regelmaliiges
korperliches Training (Chol+Regelmallig) konnte die MPO-Expression im Vergleich
zur  Cholesterin-Gruppe komplett unterdriickt werden (MPO-Konzentration:
Chol+Regelméaliig 44,8+23,2 ng/ml, p<0,05, Chol vs. Chol+RegelmalRig). In den
Immunféarbungen sowohl fir oxidiertes LDL als auch fur die Superoxide (Vgl. Abb. 19
B) konnte man erhdhte Expressionen in der Cholesterin-Gruppe im Gegensatz zur
Kontrolle feststellen. Durch regelmalliges Training konnten fiir beide Parameter auch

ein sichtlicher Rickgang erzielt werden.

p<0.05 p<0.05

oF

o=

=g

Kontrolle Chol Chol
+
RegelméBig
B Kontrolle Chol Chol+RegelméBig
v

ke v o= v

< 1I_JO|£m'

DHE

Abb. 19 Ergebnisse zum oxidativen Stress
A zeigt eine quantitative Analyse der Myeloperoxidase (MPO)-Konzentration im Serum in ng/ml fir
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jeweils die Kontroll- (Kontrolle), Cholesterin-Gruppe (Chol) und die Gruppe mit regelméafligem Training
(Chol+RegelméaRig) bei 6 Wochen alten LDLR/-Mausen. Es ist zu erkennen, dass die Cholesterin-
Gruppe signifikant hohere Werte an MPO als die Kontrolle aufweist. Durch regelmafiges Training
konnte wieder ein Rickgang verglichen mit der Cholesterin-Gruppe erreicht werden. B zeigt
Immunférbungen fir oxidiertes LDL (ox-LDL) und in situ Detektion der Superoxidproduktion mittels
Dihydroethidium (DHE) in Rotfluoreszenz. Man kann fir beide Farbungen erkennen, dass die
Cholesterin-Gruppe im Gegensatz zur Kontrolle eine héhere Expression fur sowohl oxidiertes LDL, als
auch Superoxide zeigte. Durch koérperliches Training konnten jeweils fir beide Parameter niedrigere

Expressionen nachgewiesen werden. Die Pfeilspitzen kennzeichnen das AK-Gewebe.

3.6 Lipidmetabolismus

Untersucht werden sollte inwieweit sich die Serum-LDL-Spiegel nach 16 Wochen
regelmaligem und nach gelegentlichem kdrperlichem Training in LDLR/-M&usen
verandern.

Weder durch gelegentliches noch durch regelmalliges Training, konnte ein
signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontroll- oder Cholesterin-Gruppe auf die Serum-
LDL-Spiegel gezeigt werden (Serum-LDL-Spiegel: Kontrolle 859,8+76,6 mg/dl, Chol
1957,8+235,15 mg/dl, Chol+Gelegentlich 2147,9+341,5 mg/dl, Chol+Regelmaliig
1978,3+298,8 mg/dl).
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einfluss korperlicher Aktivitat auf die
Entwicklung einer Aortenklappensklerose am Tiermodell der LDLR/-Maus zu
untersuchen. Dabei konnten folgende neuen Erkenntnisse zum ersten Mal gewonnen

werden:

- regelmalige  korperliche  Aktivitat beugt der  Entwicklung einer
Aortenklappensklerose, gemessen an der histologischen Verdickung der
Aortenklappe, vor

- der Einfluss kdrperlicher Aktivitat ist von der Trainingsintensitat abhangig, da
gelegentliche korperliche Aktivitat im Vergleich zu regelmaiigem korperlichen
Training nicht in der Lage ist, der Entstehung einer Aortenklappensklerose

vorzubeugen

- die verminderte Zerstérung der Endothelzellschicht, die reduzierte
Akkumulation der Makrophagen und oxidierter LDL, eine abgeschwachte
Klappenfibrose, weniger oxidativer Stress, ein unterdrickter proosteogener
Signalweg und erhéhte Inhibitoren der Kalzifizierung in Aortenklappen, sind
protektive Faktoren fur die Primarpravention der Aortenklappensklerose

- korperliches Training hat keinen Einfluss auf den Lipidmetabolismus im
Hinblick auf den Serum-LDL-Spiegel

Die dargelegten neuen Erkenntnisse sind im Folgenden einzeln diskutiert.

4.1 Effekte der Trainingsintensitat auf die Aortenklappensklerose

Eine Hypothese in der vorliegenden Arbeit ist, dass regelmalliges korperliches
Training im Gegensatz zum gelegentlichen Training einer Aortenklappensklerose im
Sinne der Primarpravention vorbeugen kann. Aikawa et al. (2007) und Drolet et al.
(2006) konnten mit ihren Studien bestatigen, dass die Futterung einer atherogenen
Diat signifikante AK-Veranderungen in LDLR/-Mausen und Apolipoprotein E-
defizienten Mausen hervorruft. Nach Otto et al. (2008) ist die direkte Beurteilung von
Gewebeveranderungen in AK der ideale Endpunkt fir die Bestimmung eines
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Therapieeffektes. Aus diesem Grund wurden neben AK-Durchflussgeschwindigkeiten
auch histologische Klappenveranderungen zur Evaluation der Aortenklappensklerose
in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Nach Futterung einer cholesterinreichen Nahrung, zeigen LDLR/-Mause deutlich
verdickte Aortenklappentaschen sowie echokardiographisch erhohte
Durchflussgeschwindigkeiten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Durch regelmafiiges
korperliches Training kdnnen die Durchflussgeschwindigkeiten reduziert werden. Die
Aortenklappenveranderungen, der Mause mit regelmaligem Training sind
vergleichbar mit der Kontroll-Gruppe und damit mit Mausen, die physiologische
Klappenveranderungen aufweisen.

Im Gegensatz hierzu waren die Ergebnisse bei gelegentlichen korperlichen Training
nicht ausreichend fir eine Reduktion der Aortenklappenverdickung und
Durchflussgeschwindigkeit. Eine Trainingsintensitat von einmal pro Woche scheint
letztendlich in unserem Mausmodell als nicht ausreichend um den
Gewebeprozessen und physiologischen Veranderungen vorbeugend
entgegenzuwirken (Vgl. Abb. 11 und 12). Echokardiographisch gemessener
Hauptgradient und Klappenflache besitzen eine starke Vorhersagekraft fir das
klinische Outcome einer Aortenklappenstenose (Otto et al. 1997). Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass regelmalRiges korperliches Training in der Lage ist, die
AK-Durchflussgeschwindigkeit und das damit verbundene schlechte Outcome zu
senken, wohingegen gelegentliches Training als nicht ausreichend erscheint.

In dieser Arbeit wurde der Effekt des korperlichen Trainings im Hinblick auf eine
Primarpréavention und damit ohne vorher bestehende Veranderungen untersucht. Mit
den dargelegten Untersuchungen wird verdeutlicht, dass regelmaRige korperliche
Aktivitat als Primarpravention, einen effektiven therapeutischen Ansatz zur
Vorbeugung einer Aortenklappensklerose bildet. Nach Schlotter et al. (2012) konnte
dies fur eine praexistente Aortenklappensklerose, im Sinne der Sekundarpravention,
nicht belegt werden. Daraus wird ersichtlich, wie schon von Lee et al. (2005), Miller
et al. (2009) und Antonini-Canterin et al. (2008) postuliert, dass die
Aortenklappensklerose als friiher pathologischer Prozess in der Ausbildung einer
kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung einen wichtigen Angriffspunkt in der
Krankheitsprogression bildet. Weiterhin wird von der American Heart Association
nach Thompson et al. (2003) die Empfehlung von kdrperlicher Aktivitat und Training
als Pravention fuar arteriosklerotische und kardiovaskulare Erkrankungen
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ausgesprochen. Korperliche Inaktivitat ist mit einem schlechten Outcome flr
Patienten mit kalzifizierenden Aortenklappenerkrankungen verbunden (Pellika et al.
2005). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erharten den Verdacht, dass
regelmafige korperliche Aktivitat potent genug erscheint, Inzidenz und Mortalitat im
frihen Stadium der Aortenklappensklerose, der kalzifizierenden
Aortenklappenerkrankungen, zu reduzieren. Gelegentliches korperliches Training in
Form von einer Trainingseinheit pro Woche in unserem Modell erscheint hingegen
als nicht ausreichend, merkliche Effekte auf die Ausbildung einer
Aortenklappensklerose zu haben und damit einer Krankheitsprogression

vorzubeugen.

4.2 Effekte von regelmaliger Aktivitat auf die Endothelzellintegritat

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es den Einfluss des regelmaligen korperlichen
Trainings auf die pathophysiologischen Mechanismen fir die Entwicklung einer
Aortenklappensklerose darzulegen.

Nach Simmons et al. (2009) spielt das Endothel eine kritische Rolle in der Regulation
von Klappendynamik, -funktion und der langfristigen Bestandigkeit der AK.
Endotheliale Dysfunktion oder das Fehlen von Endothelzellen sowie deren
Zerstorung resultiert in abnormaler Biomechanik, struktureller Zerstérung und
Exazerbation der Erkrankungsprogression. Anhand immunhistochemischer
Farbungen durch den Endothelzellmarker endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
(eNOS) konnte durch Rajamannan et al. (2005) und Arishiro et al. (2007) belegt
werden, dass es zu einer Zerstorung der Endothelzellschicht am Klappengewebe in
der Pathogenese der kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung in Kaninchen mit
Hypercholesterindmie kommt. Durch Nutzung dieser Farbemethode konnten wir in
LDLR/-Mausen nachweisen, dass nach Fitterung einer cholesterinreichen Nahrung
eine Zerstorung der Endothelzellschicht hervorgerufen werden kann. Durch
regelmafige korperliche Aktivitdt kann dieser Zerstorung der Endothelintegritat im
Sinne einer Primarpravention vorgebeugt werden.

Nach El-Hamamsy et al. (2009) ubt das Klappenendothel seine wichtigen Effekte
durch Modulation in Relaxation und Kontraktion der AK mittels verschiedener
Mediatoren ( z.B. Stickstoffmonoxid und ET-1) aus. Vor allem aber reguliert es die

Verédnderungen in der Klappensteifigkeit. Zusatzlich ist die Klappenintegritat und
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Steifigkeit fur die Klappenfunktion und Kalzifizierung verantwortlich, wie Yip et al.
(2009) und Schoen et al. (2008) in ihren Arbeiten zeigten.

Nach unseren Untersuchungen lasst sich schlussfolgern, dass eine verminderte
Endothelintegritdt in der von uns untersuchten Cholesterin-Gruppe, zu einer
strukturellen und funktionellen Zerstérung der Klappe und damit zu einer
Krankheitsprogression fuhrt. Regelmafiges korperliches Training schitzt die
Endothelintegritat, womit es ebenfalls potent genug erscheint der Entwicklung eines
pathologischen Klappenremodelings vorzubeugen wie die Ergebnisse der AK-
Verdickung und AK-Durchflussgeschwindigkeiten in dieser Arbeit zeigen.

4.3 Effekte von korperlicher Aktivitat auf Inflammation, Ablagerung
oxidierter Lipide und oxidativem Stress

Die Zerstorung der Endothelzellschicht der Aortenklappe leitet nach Aikawa et al.
(2007) und Mohler et al. (2001) die Rekrutierung inflammatorischer Monozyten bzw.
Makrophagen ein. Nach Weiss et al. (2006), Libermann et al. (2008) und Miller et al.
(2008) sind oxidativer Stress, einschliel3lich der Bildung lipidbeladener Makrophagen
und die Entwicklung von Inflammation entscheidende Mechanismen in der
Pathogenese der AS. Diese Arbeit kann die Beobachtungen von Aikawa et al. (2007)
hinsichtlich der Induzierung einer AK-Verdickung durch eine cholesterinreiche Diat in
LDLR/-Mausen bestatigen. Weiterhin konnte der Zusammenhang der AK-
Verdickung mit der Prasenz von makrophagenreichen Lasionen in dieser Arbeit
gezeigt werden (Vgl. Abb. 14). Zuséatzlich wurde wie auch Demer et al. (2001)
berichtet, ein beachtlicher Anstieg von oxidiertem LDL, dem vermeintlichem Initiator
der Gewebekalzifizierung in verdickten AK von Mausen (Vgl. Abb. 19B) sowie die
Assoziation mit infiltrierten Makrophagen nachgewiesen. Durch Mohty et al. (2008)
konnte dieser Beweis in menschlichen kalzifizierten AK geftihrt werden, welcher eine
Ubertragbarkeit der gewonnen Erkenntnisse vom Mausmodell auf den Menschen
untermauert. Weiterhin zeigten wir erstmals, dass regelmalliges korperliches
Training die Makrophagenakkumulation (Vgl. Abb. 14B), oxidiertes LDL sowie die
Superoxid-Levels in AK (Vgl. Abb. 19B) im Mausmodell deutlich reduziert. Es liegt
nahe, dass oxidiertes LDL in AK im engen Zusammenhang mit Inflammation und
oxidativen Stress als Initiator der AK-Kalzifizierung steht.

MPO sei aufgrund seiner potenziellen Funktion fur die Lipidoxidation als moglich
Quelle fur oxidativen Stress in AK hervorgehoben (Malle et al. 2007). In dieser Arbeit
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wird aul3erdem gezeigt, dass die MPO Levels in der Cholesterin-Gruppe im Vergleich
zur Kontrolle deutlich erhéht sind und dass regelméfiiges korperliches Training
weiterhin in der Lage ist, die Serumspiegel fur MPO im Mausmodell zu unterdriicken
(Vgl. Abb. 19A). Damit erscheint regelmafiiges Training als ein wichtiges Instrument
zur Reduzierung von oxidativen Stress durch Verminderung der MPO-Spiegel und
kann wie schon von Richter et al. (2005) und Linke et al. (2005) gezeigt, als
Primarpravention von Erkrankungen der Aortenklappe angesehen werden.

Wie zu Beginn dieser Arbeit und durch Otto et al. (2008) postuliert, bendtigen wir
Therapiemdglichkeiten zur Pravention der Progression einer AS. Hierfur missen wir
neue potenzielle Angriffspunkte bei der Erkrankung der kalzifizierten AK aufzeigen.
Die Behandlung des oxidativen Stress in einem frihen Stadium der Erkrankung wie
z.B. der Aortenklappensklerose, erscheint nach genauer Betrachtung der
vorliegenden Ergebnisse einen moglichen Angriffspunkt zu bieten, die Progression
der Erkrankung zur verlangsamen (Weiss et al. 2006, Miller et al. 2008, Heistad et al.
2009).

4.4 Effekte von korperlicher Aktivitat auf den osteogenen Signalweg

Nach bisherigem Kenntnisstand ist wenig Uber die molekularen Mechanismen der
kardiovaskularen Kalzifizierung und dem Einfluss von koérperlichem Training auf den
osteogenen Signalweg bekannt. Park et al. (2008) berichtet Uber eine
abschwachende Wirkung auf die Progression der endothelialen Dysfunktion und auf
die arterielle Kalzifizierung in ovarektomierten Ratten durch Training. Die positive
Korrelation von Plasma-Fetuin-A und kardiorespiratorischer Fitness beim Menschen
als Einflussfaktor wurde durch Wilund et al. (2007) herausgestellt und der Effekt von
Training auf eine reduzierte Koronararterienkalzifizierung gezeigt.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass regelmafRiges
korperliches Training den proosteogenen Signalweg im Mausmodell abschwachen
kann.

Die Klappenkalzifizierung ist ein inflammatorischer Prozess und scheint eine Antwort
auf eine endotheliale Dysfunktion zu sein, wie Mohler 1l et al. (2001) darlegten.
Insbesondere oxidativer Stress spielt nach Johnson et al. (2006) eine wichtige Rolle
in der Amplifikation prokalzifizierender Genexpression, wobei das BMP-2 und der
Runx-2-Transkriptionsfaktor in die molekularen Mechanismus involviert sind, da sie

mafgeblich zur AK-Kalzifizierung beitragen. Nach Rajamannan et al. (2003) und
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(2005) sowie Johnson et al. (2006) ist der osteoblastische Phanotyp der
gemeinsame Endweg der AK-Kalzifizierung durch die Hochregulation osteogener
Transkriptionsfaktoren.

Der osteoblastische Phanotyp wird nach Rajamannan et al. (2003) durch gesteigerte
Expression von ALP und Runx-2 gemessen, die fur die verschiedenen Stufen der
Knochenentwicklung charakteristisch sind. Die Ablagerung von Kkalzifizierendem
Material in AK-Erkrankungen wird durch VICs eingeleitet, wie schon 1976 durch die
Arbeitsgruppe von Kim beschrieb. Wie in den einleitenden Worten dieser Arbeit
angefuhrt, unterscheiden wir 5 Ph&notypen in dieser VIC-Familie, die sich den
Umstanden entsprechend durch Veranderung ihres Phénotypes an die gegebenen
Bedingungen anpassen (Liu et al. 2007). Dabei besteht auch die Méglichkeit der
Differenzierung in einen osteoblastischen Phanotyp, der in kalzifizierten AK nach
Schoen et al. (2008) nachgewiesen werden konnte. Aubin et al. (2001) beschreibt,
dass die osteoblastischen VICs Marker exprimieren, die man von Osteoblasten aus
Knochengewebe kennt (z.B. ALP, Osteocalcin und Osteopontin). Wir konnten einen
signifikanten Anstieg von Myofibroblasten und des osteoblastischen Phanotypes
nach Fiatterung von LDLR/-Méausen mit einer cholesterinreichen Erndhrung, durch
eine gesteigerte m-RNA-Expression von o-SMA, ALP, BMP-2 und Runx-2,
verglichen zur Kontroll-Gruppe (Vgl. Abb. 15) zeigen. Durch regelméaRiges
korperliches Training konnten die mRNA-Spiegel fur den Myofibroblastenmarker und
den proosteogenen Signalweges reduziert werden (Vgl. Abb. 15). Die
Herunterregulation des osteogenen  Schlisseltranskriptionsfaktors  Runx-2
verdeutlicht die Reduktion des osteoblastischen Phanotypes und ist wahrscheinlich
Ergebnis von reduziertem oxidativen Stress, wie schon zuvor diskutiert. Die
angefertigten von Kossa-Farbungen visualisieren die proosteogenen Verhaltnisse in
der Cholesterin-Gruppe im Vergleich zur Gruppe mit regelmafligem koérperlichen
Training durch vermehrte Mineralisationsareale (Vgl. Abb. 17).

Auf der anderen Seite, konnte eine Steigerung der Hemmer der Kalzifizierung als
molekularer Mechanismus zur Reduktion der AS in der Gruppe mit regelmafldigem
Training im Vergleich zur Cholesteringruppe mit dieser Arbeit herausgestellt werden.
Nach Ix et al. (2007) und Koos et al. (2009) ist ein potenzieller Faktor in der
Regulierung der AK-Kalzifizierung zirkulierendes Fetuin-A. In  unseren
Untersuchungen konnten OPG und Fetuin-A, als Hemmer der Kalzifizierung durch
eine cholesterinreiche Ernahrung im Modell der LDLR/-Maus deutlich vermindert

66



Diskussion

nachgewiesen werden. Wohingegen durch regelmaRiges korperliches Training eine
Normalisierung der Spiegel fir OPG und Fetuin-A, vergleichbar mit der Kontroll-
Gruppe, erreicht werden konnte ( Vgl. Abb. 18A und B). Die gesteigerte Hemmung
der AK-Mineralisierung durch kdrperliches Training im Mausmodell, stellt somit einen
weiteren molekularen Mechanismus und protektiven Faktor in der Progression einer
AS dar.

Die Studie von Rosenhek et al. (2000) zeigte, dass Patienten mit einer mittelgradigen
bis schweren Kalzifizierung eine schnellere Krankheitsprogression und schlechtere
Prognose der AS haben, als Patienten mit einer leichten Kalzifizierung. Diese
Zusammenhange verdeutlichen die Bedeutsamkeit einer Intervention in frihen
Stadien der Erkrankung, noch vor der Entwicklung einer fortgeschrittenen AK-
Kalzifizierung. Regelmaldiges korperliches Training bildet deshalb eine effektive
Strategie in der Pravention Kkalzifizierender AK-Erkrankungen. Sie greift als
praventive Mallnahme im frihen Stadium der Erkrankung an, bevor es zur

Ausbildung einer fortgeschrittenen AK-Kalzifizierung kommen kann (Vgl. Abb. 20).
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Endothelzellzerstérung, oxidativen Stress sowie den gemeinsamen Endweg zu einem
osteoblastischen Phanotyp mit der Folge der Kalzifizierung. Die hier dargestellten Abldufe werden
durch regelméRiges korperliches Training beeinflusst und stellen damit Mdglichkeiten zukinftiger
medizinischer Therapieansitze dar. eNOS= endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, Ox-LDL=

oxidiertes LDL, BMP-2= Bone morphogenic Protein 2, Runx-2= runt-related Transkriptionsfaktor-2

4.5 Effekte von Trainingsintensitat auf den Lipidmetabolismus

Zu den Risikofaktoren fir die Entwicklung einer AS, analog zu denen der
Arteriosklerose, gehort unter anderem die Hypercholesterindmie (Messika-Zeitoun et
al. 2007). Eine Reduktion der Plasma-Cholesterin-Spiegel im Menschen und
Mausmodell verzogert die Progression und reduziert die Grofie arteriosklerotischer
Lasionen, reduziert oxidativen Stress und verbessert die Bioverfugbarkeit von
Stickstoffmonoxid (Benzuly et al. 1994, Sipahi et al. 2006, Hathaway et al. 2002 und
Harrison et al. 1987). Allesamt stellen Prozesse dar, die nach Miller et al. (2009) eine
Verbesserung von AK-Erkrankungen erwarten lassen. Die Zusammenhange legen
die Annahme nahe, dass eine Reduktion der Plasmalipide durch Statine die
Progression einer AS verzogern konne (Novaro et al. 2001, Shavelle et al. 2002).
Aus diesem Sachverhalt heraus wurden prospektive klinische Studien wie die
Scottish Aortic Stenosis und Lipid Lowering (SALTIRE)-Studie (Cowell et al. 2005),
die Rosuvastatin Affecting Aortic Valve Endothelium (RAAVE)-Studie (Moura et al.
2007) und die Simvastatin and Ezetimibe in Aortic Stenosis (SEAS)-Studie (Rossebo
et al. 2008), bezuglich dieser Zusammenhange initiiert. Sie lieferten alle kontroverse
Ergebnisse bezlglich des Effektes der lipidsenkenden Therapie (Miller et al. 2009).
Die Ergebnisse der SALTIRE- und SEAS-Studien zeigten nachhaltig, dass
Simvastatin (oder eine kombinierte Behandlung mit Simvastatin und Ezetimibe) die
Progression einer AS bei Patienten mit grenzwertig hohen Cholesterinspiegeln nicht
verzogert. Im Gegensatz hierzu konnte die RAAVE-Studie einen moderaten Benefit
von Rosuvastatin auf die Progression einer AS bei Patienten mit schwach erhdhten
Lipidwerten im Blut zeigen. Nach Miller et al. (2009) und Helske et al. (2009) ist eine
mogliche Erklarung fur die Ergebnisse, die Behandlung in einem zu spatem Stadium
der Erkrankung. Die Ergebnisse legen eine effektive Behandlung in einer friheren
Phase der Erkrankung wie der Aortenklappensklerose nahe. Diese Hypothese der
verzogerten Progression einer AK-Erkrankung durch die Behandlung mit Statinen
konnte in einer retrospektiven echokardiographischen Datenbank-Analyse von 1046
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Patienten mit AK-Sklerose und einer milden bis moderaten AS belegt werden
(Antonini-Canterin et al. 2008).

Die Vermutung liegt daher nahe, dass korperliches Training als primarpraventive
Malinahme mit ihrem Angriffspunkt im frihen Stadium der kalzifizierenden AK-
Erkrankung, einen Einfluss auf die Lipidspiegel hat.

Nach den durchgefuhrten Untersuchungen konnte sich diese Annahme jedoch nicht
bestatigen, da weder durch gelegentliches noch durch regelméRiges korperliches
Training ein signifikanter Effekt auf die Serum-LDL-Spiegel nachgewiesen werden
konnte.

Ursache fur die vorliegenden Ergebnisse kdnnte der Untersuchungszeitpunkt nach
Abschluss des Trainings und im spéateren Stadium, bei Vorliegen einer AK-Sklerose
sein. Fur folgende Untersuchungen konnte es von Interesse sein, die Lipidspiegel
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum, wahrend des Trainingszeitraumes zu
messen. Es liegt namlich nahe, dass wahrend der Trainingsperiode und noch im
Stadium der Entwicklung einer AK-Sklerose, sehr wohl veréanderte Lipidspiegel
nachweisbar sind. Auf der anderen Seite werden die vorliegenden Ergebnisse von
den so kontroversen Ergebnissen und zum Teil fehlendem Vorteil einer

lipidsenkenden Therapie auf die AK-Erkrankungen gestutzt.

4.6 Studieneinschrankungen

An dieser Stelle seien die wahrend der Untersuchung aufgekommenen
Studieneinschréankungen angefuhrt.

Zuerst sei erwdhnt, dass die aufgenommenen AK-Durchflussgeschwindigkeiten
innerhalb normaler Grenzen lagen. Jedoch war es in einigen Fallen schwer,
reproduzierbare apikale Schallfenster mit einem akzeptablen stérungsfreien
Dopplersignal fur exakte Kalkulationen abzuleiten. In dieser Beziehung kénnen
potentielle Fehler nicht ganz ausgeschlossen werden. Trotzdem lag die Variabilitat
der AK-Durchflussgeschwindigkeiten in den vorliegenden Ergebnissen zwischen
gleichen und verschiedenen Untersuchern <5%, wodurch eine akzeptable
Reproduzierbarkeit erreicht wurde und die Ergebnisse, der mittels Doppler
gemessenen Durchflussgeschwindigkeiten als zuverlassig angesehen werden
kbnnen.

Als zweites ergab sich die schon von Miller et al. (2009) erwahnte Problematik, dass
aufgrund der limitierten Verfugbarkeit von AK-Gewebe der Mause, in unserer Studie
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auf Western-Blot-Analysen flr quantitative Proteinbestimmungen verzichtete werden
musste.

An dritter Stelle sei der nicht direkten Ubertragbarkeit der vorliegenden Ergebnisse in
den klinischen Kontext Betrachtung geschenkt. Weiterhin gilt es zu evaluieren,
welche Dauer und Intensitat von korperlichem Training fir den Menschen als
empfehlenswert angesehen werden kann.

Als Viertes sei auf die Differenzen in der Pathogenese der AK-Erkrankungen
zwischen dem hier angewandten Modell der LDLR/-Maus und dem Menschen
hingewiesen. Die atherogenen Faktoren, wie z.B. Lipide und Rauchen und
genetische Faktoren, wie z.B. LDL-Rezeptoren und NOTCH 1, konnten in dem
angewandten Mausmodell keine Bericksichtigung finden (Freeman et al. 2005, Garg
et al. 2005).

Dennoch konnte die Nutzung dieses Hyperlipidamie gestutzten Tiermodells in der
Entdeckung neuer therapeutischer Optionen und zum besseren Verstandnis der
involvierten Mechanismen, malf3geblich beitragen. Fir zukinftige klinische Studien
konnte es von vermehrtem Interesse sein verschiedene arteriosklerotische wie auch

genetische Risikofaktoren, die zur Krankheitsentwicklung beitragen, einzuschliel3en.
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Regelmalige korperliche Aktivitat verlangsamt die Progression arteriosklerotischer
Lasionen, reduziert oxidativen Stress und erhoht die Bioverfigbarkeit von
Stickstoffmonoxid. Von diesen Vorgangen erwartet man auch eine Verbesserung des
Outcomes bei degenerativen Aortenklappenerkrankungen. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es den Effekt von kdrperlicher Aktivitat im Sinne einer Prim&rpravention
auf die Ausbildung einer Aortenklappensklerose, die ein frihes Stadium in der
Entwicklung einer Aortenklappenstenose darstellt, mit ihrem zu Grunde liegendem
Pathomechanismus zu untersuchen.

Hierfur wurde das Tiermodell der LDL-Rezeptor-knockout-Maus gewéhlt, da bereits
in Studien die regelhafte Induktion von Aortenklappensklerosen und hamodynamisch

relevante Stenosen durch cholesterinreiche Nahrung gezeigt werden konnte.
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Fur die vorliegende Studie wurden 4 Wochen alte LDL-Rezeptor-knockout-Mause in
4 Gruppen randomisiert: Eine Kontroll-Gruppe mit normaler Diat und
bewegungsarmen Lebensstil, eine Cholesterin-Gruppe mit cholesterinreicher
Ernahrung und bewegungsarmen Lebensstil, eine regelmafldige Trainingsgruppe mit
cholesterinreicher Ernahrung und regelmaRiger korperlicher Aktivitat (60 min/d, 5
Tage/Woche) und eine gelegentlichen Trainingsgruppe, mit cholesterinreicher
Ernahung und kdrperlicher Aktivitat (60 min/d, 1 Tag/Woche) fur jeweils 16 Wochen.
In der 20. Woche wurden histologische Untersuchungen vorgenommen, die
Verdickungen der Aortenklappen in der Cholesterin-Gruppe verglichen zur Kontroll-
Gruppe zeigten. Regelmaliige, jedoch keine gelegentliche korperliche Aktivitat
reduziert signifikant diese Verdickung der Aortenklappe. Die immunhistochemischen
Untersuchungen zeigten, dass eine Cholesterin-Diat die Endothelintegritat der
Aortenklappe zerstort, wohingegen sie durch regelmaRige korperliche Aktivitat
geschutzt wird. Weiterhin zeigte sich eine Erhéhung der Serum-Myeloperoxidase,
der oxidierten Low Density Lipoproteine, der in situ Superoxide, als Marker fur
oxidativen Stress. Es konnten erhdhte Spiegel fur Mac3, als Marker fir
Makrophagenakkumulation, a-smooth muscle actin, als Marker fur Klappenfibrose
und der proosteogene Marker Alkalische Phosphatase sowie eine erhohte
Mineralisation in der Cholesterin-Gruppe nachgewiesen werden. Wohingegen die
genannten Marker in der Gruppe mit regelmafiiger korperlicher Aktivitat erniedrigt
nachgewiesen werden konnten. Die Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion
ergaben eine erhdohte Expression der messenger-RNA fiir a-smooth muscle actin,
bone morphogentic protein-2, runt- related transcription factor-2 und Alkalische
Phosphatase, als Marker fur Klappenfibrose und Proosteogenese in der Cholesterin-
Gruppe, dagegen waren sie durch regelmallige korperliche Aktivitat erniedrigt.
Daruber hinaus erhoht regelmafiige korperliche Aktivitat signifikant die Spiegel von
zirkulierendem Fetuin-A, als Hemmstoff der Kalzifizierung verglichen zur Cholesterin-
Gruppe.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass regelmalige, jedoch keine gelegentliche
korperliche Aktivitat einer Aortenklappensklerose im Sinne einer Primarpravention
durch eine Anzahl von Mechanismen, wie dem Schutz der Endothelintegritat, der
Reduktion von Inflammation und oxidativem Stress sowie der Hemmung des

osteogenen Signalweges, vorbeugt.
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