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1.1. Zusammenfassung

Hintergrund:

Die unicuspide Aortenklappe ist eine seltene kongenitale kardiale Anomalie, die
zu Aneurysmen der Aorta ascendens pradisponiert. Es gibt Hinweise darauf,
dass sich Genexpression und Proteingehalt in der Aortenwand von Patienten
mit bicuspiden Aortenklappen — die eine wesentlich haufigere Anomalie
darstellen - im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen
unterscheiden. Bisher liegen keine Studien zur Pathogenese der

Aortenaneurysmen bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen vor.

Fragestellung:

Ziel dieser Studie war es, die Expression von Genen des eNOS- (GATAS,
eNOS), NOTCH- (NOTCH1, NOTCH3) und TGF-3-Signalweges (FBN1,
TGFBR1, TFBR2) sowie von Genen, die mit thorakalen Aortenaneurysmen
assoziiert sind (ACTA2, COL3A1, MMP19), =zu untersuchen, um
herauszufinden, ob es Unterschiede in ihrer Expression in der Aortenwand von
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit

tricuspiden Aortenklappen gibt.

Material und Methoden:

Es wurden intraoperativ Gewebeproben der Aorta ascendens bei 19 Patienten
mit unicuspiden Aortenklappen und 33 Patienten mit tricuspiden Aortenklappen
entnommen. Als Kontrollgruppe dienten Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen ohne Dilatation der Aorta ascendens. Es erfolgte zunachst die
Isolation der RNA und anschlie3end die reverse Transkription in cDNA sowie

die quantitative real-time PCR zur Bestimmung der Genexpression.

Ergebnisse:
Die Genexpression von GATA5, eNOS, TGFBR1 und ACTAZ2 ist in der
Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen signifikant hoher als

bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen. Bei Patienten mit unicuspiden



Aortenklappen liegt eine positive Korrelation zwischen der Expression von
GATAS und eNOS vor. Weiterhin korreliert die Expression dieser beiden Gene

negativ mit den Durchmessern der Aorta ascendens.

Schlussfolgerung:

Die Daten dieser Studie legen nahe, dass eine erhohte GATAS5-Expression in
der Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen durch
Aktivierung der eNOS-Transkription die Pathogenese der Aortenaneurysmen
dieser Patienten beeinflusst. Eine erhdhte TGFBR1- und ACTA2-Expression in
der Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen weist darauf hin,
dass einer Dysregulation des TGF-B-Signalweges ebenfalls eine zentrale Rolle

in der Aortopathie dieser Patienten zukommt.
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1.2. Summary

Gene Expression in the Ascending Aorta in Patients with

Unicuspid Aortic Valves

Background

Unicuspid aortic valves are a rare congenital cardiac anomaly predisposing to
the development of ascending aortic aneurysms. For patients with bicuspid
aortic valves, which are more frequent, there is evidence suggesting gene
expression and protein content in the ascending aortic wall to be different from
patients with tricuspid aortic valves. So far no research has been conducted on
the molecular pathogenesis of aortic aneurysms in patients with unicuspid aortic

valves.

Objective

The purpose of this study was to examine the expression levels of genes that
are part of the eNOS- (GATA5, eNOS), NOTCH- (NOTCH1, NOTCH3) and
TGF-B- (FBN1, TGFBR1, TGFBR2) signaling pathways, as well as of genes
that are associated with thoracic aortic aneurysms (ACTA2, COL3A1, MMP19)
to determine whether their expression is different in the aortic wall from patients

with unicuspid compared to patients with tricuspid aortic valves.

Material and Methods

Tissue samples were intraoperatively collected from the ascending aortic wall of
19 patients with unicuspid aortic valves and 33 patients with tricuspid aortic
valves. Patients with tricuspid aortic valves and normal ascending aortic
diameter served as controls. After RNA isolation, reverse transcription into
cDNA was performed, followed by quantitative real-time PCR to assess gene

expression levels.
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Results:

The gene expression of GATAS, eNOS, TGFBR1, and ACTAZ2 is significantly
higher in the ascending aortic wall of patients with unicuspid aortic valves
compared to patients with tricuspid aortic valves. In patients with unicuspid
aortic valves the gene expression of GATA5 and eNOS correlates positively

with each other and negatively with the diameters of the ascending aorta.

Conclusion:

The data of this study indicate that elevated GATAS expression via upregulation
of eNOS transcription is involved in the pathogenesis of ascending aortic
aneurysms in patients with unicuspid aortic valves. Increased expression of
TGFBR1 as well as ACTAZ2 in the aortic wall of patients with unicuspid aortic
valves suggests that a dysregulated TGF-$ pathway also plays a critical role in

the aortopathy seen in patients with unicuspid aortic valves.
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2. Einleitung

2.1. Atiologie thorakaler Aortenaneurysmen

Aneurysmen der thorakalen Aorta liegen in etwa 60 % im Bereich der
Aortenwurzel und der Aorta ascendens vor. Der Aortenbogen und die Aorta
descendens sind seltener betroffen [54]. Thorakale Aortenaneurysmen bleiben
in den meisten Fallen bis zum Auftreten von Komplikationen asymptomatisch.
Daher ist ihre genaue Pravalenz in der Allgemeinbevolkerung nur schwer zu
bestimmen [65]. In der Literatur wird eine Inzidenz von etwa 10 pro 100.000

Personenjahre angegeben [18].

Die Hauptkomplikationen von Aortenaneurysmen stellen die Dissektion und die
Ruptur dar, die beide mit einer hohen Letalitat assoziiert sind. Ab einem
Aortendurchmesser von 6 cm steigt die Rate an Komplikationen massiv an. Die
Wabhrscheinlichkeit eine thorakale Aortendissektion zu erleiden, betragt ab
einem Aortendurchmesser von 6 cm etwa 6,9 % pro Jahr, die Letalitat 11,8 %
pro Jahr [20]. Das Risiko an einer akuten Typ A-Dissektion nach Stanford
(Dissektion der Aorta ascendens mit oder ohne Beteiligung distaler Anteile) zu
versterben, betragt etwa 1 - 2 % pro Stunde nach Symptombeginn [69,72].
Trotz notfallmaRiger chirurgischer Therapie liegt die Krankenhausletalitat der
Typ A-Dissektion bei etwa 12 - 26% [44,49,59].

In ihrer Atiologie und Pathophysiologie unterscheiden sich thorakale
Aortenaneurysmen  grundlegend von den haufigeren abdominellen
Aortenaneurysmen [91]. Wahrend abdominelle Aortenaneurysmen vor allem mit
atherosklerotischen Risikofaktoren wie mannlichem Geschlecht, Alter,
Nikotinkonsum, arterieller Hypertonie und Hypercholesterinamie assoziiert sind
[91], kommen Aneurysmen der thorakalen Aorta vor allem in Zusammenhang
mit hereditaren Bindegewebserkrankungen und kongenitalen Anomalien der
Aortenklappe vor [13,88].
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Unter den syndromalen Bindegewebserkrankungen ist das Marfan-Syndrom,
das mit einer Pravalenz von etwa 1 : 5000 vorkommt [82], fur den groRten Teil
der genetisch bedingten thorakalen Aortenaneurysmen verantwortlich [30]. Bei
betroffenen Patienten liegt bis zum Alter von 20 Jahren in etwa 70 % der Falle
ein thorakales Aortenaneurysma vor [2]. Die haufigste angeborene kardiale
Anomalie und die haufigste Aortenklappenanomalie ist die bicuspide
Aortenklappe, die mit einer Pravalenz von 1 - 2 % in der Allgemeinbevdlkerung
vorkommt [10]. Etwa 50 - 60 % der Patienten mit bicuspiden Aortenklappen
entwickeln im Laufe ihres Lebens Aneurysmen der Aorta ascendens [35,93],
deren Pathogenese noch nicht ausreichend entschlisselt ist. Auf Grund ihrer
wesentlich hoheren Pravalenz sind angeborene Anomalien der Aortenklappe
daher viel haufiger die Ursache von thorakalen Aortenaneurysmen als das
Marfan-Syndrom [115].

Eine wesentlich seltenere angeborene Anomalie der Aortenklappe ist die
unicuspide Aortenklappe, deren klinische Bedeutung dennoch nicht
unterschatzt werden sollte, da sie bereits im jungen Erwachsenenalter zu

Aortendissektionen pradisponiert [68].

2.2. Epidemiologie der unicuspiden Aortenklappe

Die unicuspide Aortenklappe (unicuspid aortic valve, UAV) ist eine in der
Allgemeinbevodlkerung seltene kongenitale Anomalie der Aortenklappe. lhre
Pravalenz wird aber wahrscheinlich unterschatzt, da die Unterscheidung von
der weitaus haufigeren bicuspiden Aortenklappe (bicuspid aortic valve, BAV) in
der Echokardiographie schwierig sein kann [6]. In der Literatur wird fur die
unicuspide Aortenklappe eine Pravalenz von 0,02 % bei Patienten in der
Echokardiographie angegeben [92]. Obwohl bicuspide Aortenklappen etwa 50-
mal haufiger vorkommen [115], ist die unicuspide Aortenklappe damit die
zweithaufigste angeborene Anomalie der Aortenklappe, sodass sie im

herzchirurgischen Operationssaal keine Seltenheit darstellt. In einer Studie an



14

Patienten, die wegen einer Aortenklappenstenose einen Aortenklappenersatz
erhielten, lag in 5 % der Falle eine unicuspide Aortenklappe vor [105].
Allerdings wurden in diese Studie nur Patienten einbezogen, die alter als 20
Jahre waren. Bei Patienten, die junger als 20 Jahre waren und in unserer Klinik
an der Aortenklappe oder der Aorta ascendens operiert wurden, lag in mehr als

der Halfte der Falle eine unicuspide Aortenklappe vor [4].

Dass eine Abgrenzung zwischen bicuspiden und unicuspiden Aortenklappen
eine klinische Relevanz hat, zeigten schon Larsen und Edwards 1984 in einer
Autopsiestudie an 161 Patienten mit Aortendissektionen. Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen hatten im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen (tricuspid aortic valve, TAV) ein 18-fach erhdhtes Risiko, eine
Aortendissektion zu entwickeln, wohingegen das Risiko bei bicuspider
Aortenklappe 9-fach erhoht war [68].

2.3. Morphologie der unicuspiden Aortenklappe

Es werden zwei morphologische Subtypen der unicuspiden Aortenklappe
unterschieden. Beim haufigeren unikommissuralen Typ liegt eine normal
entwickelte Kommissur auf Hohe der Koronarostien vor. Diese findet sich am
haufigsten links posterior im Anulus der Aortenklappe (Abbildungen 1 und 2)
[33,111]. Die beiden rudimentaren Kommissuren, typischerweise zwischen
rechts- und linkskoronarer Tasche sowie zwischen rechts- und akoronarer
Tasche, sind kongenital fusioniert und von geringerer Hohe als die
Koronarostien (Abbildung 3) [32].
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Abbildung 1: Unikommissurale unicuspide Aortenklappe im OP-Situs

LCO

\ | /

Abbildung 2: Schema einer unikommissuralen unicuspiden Aortenklappe,
ANT = anteriore Kommissur, LCO = linkes Koronarostium, RCO =
rechtes Koronarostium [111].



BAV
LC RC AC LC
UAV

LC RC AC LC

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Insertionslinien der Taschen einer
bicuspiden Aortenklappe (BAV) und einer unicuspiden Aortenklappe (UAV), LC

= linkskoronare Tasche; RC = rechtskoronare Tasche; AC = akoronare Tasche

Bei etwa 8 % aller unicuspiden Aortenklappen liegt keine voll entwickelte
Kommissur vor. Diese selteneren akommissuralen unicuspiden Aortenklappen
weisen drei rudimentare Kommissuren unterhalb der Koronarostien und eine
zentrale dreieckige Offnung auf (Abbildung 4) [33,106].
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Abbildung 4: Postmortales Praparat einer akommissuralen unicuspiden

Aortenklappe, LMA = linke Koronararterie, RCA = rechte Koronararterie [33].

Die haufigste hamodynamische Konsequenz bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen ist die Stenose. Von den in der Literatur beschriebenen Fallen
erwachsener Patienten mit unicuspiden Aortenklappen weisen 85 % eine
Stenose mit oder ohne begleitende Insuffizienz auf. Eine isolierte
Aortenklappeninsuffizienz wird seltener beschrieben (7 %) [85]. Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen werden im Mittel in ihrer 3. Lebensdekade an der
Aortenklappe operiert und damit etwa eine Dekade fruher als Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen [85,108,117].

Wie auch bei bicuspiden Aortenklappen ist die Stenose bei unicuspiden
Aortenklappen haufig mit einer Kalzifizierung assoziiert. Roberts et al.
beschreiben in einer Studie an 499 stenosierten Aortenklappen signifikant
hohere mittlere Gewichte der untersuchten unicuspiden Aortenklappen (4,36 g)
im Vergleich zu bicuspiden (3,34 g) und tricuspiden Aortenklappen (2,04 g)
[104].
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2.4. Dilatation der Aorta ascendens bei unicuspider

Aortenklappe

2.4.1. Epidemiologie

Aneurysmen der thorakalen Aorta stellen eine haufige Komplikation bei
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen dar [14,89]. Auch bei Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen werden Aneurysmen der Aorta ascendens
beobachtet, allerdings gibt es hierzu bislang wenig systematische Daten. Die in
der Literatur angegebenen Pravalenzen fur Aortenaneurysmen bei Vorliegen
einer unicuspiden Aortenklappe liegen bei 36 — 61 % [4,11,92]. Diese Zahlen
weisen darauf hin, dass die Pravalenz der Aortendilatation bei Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen ahnlich der von Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen zu sein scheint, die bei 50 - 60% liegt [35,93]. Allerdings treten
Aortendissektionen bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen im Mittel
schon in der 4. Lebensdekade auf und damit eine Dekade friher als bei
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und sogar zwei Dekaden friher als bei
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen [68]. Es scheint also Unterschiede in
der Pathophysiologie der Aortendilatation bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen zu geben, die diese zur friheren Entwicklung von

Aortendissektionen pradisponieren.

2.4.2. Pathogenese

Aneurysmen der thorakalen Aorta gehen in der Regel mit einer cystischen
Medianekrose der Aortenwand einher [100]. In der aortalen Media kommt es zu
einer Akkumulation basophiler Grundsubstanz in Form von sauren
Mucopolysacchariden, begleitet von einem Verlust an glatten Muskelzellen und
einer Fragmentation der elastischen Fasern [100]. Bei Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen ist das Ausmal® der cystischen Medianekrose unabhangig von

der Funktion der Aortenklappe starker ausgepragt als bei Patienten mit
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tricuspiden Aortenklappen [25,90]. Obwohl die bisherigen Daten ein
moglicherweise aggressiveres Fortschreiten der Aortendilatation bei Patienten
mit unicuspiden Aortenklappen nahe legen [68], weist die Aortenwand dieser
Patienten ein ahnliches Ausmal} an cystischer Medianekrose auf wie die von

Patienten mit bicuspiden Aortenklappen [11].

Mit der Pathogenese der Aortenaneurysmen bei Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen hat sich eine Vielzahl an Studien befasst. In der Literatur haben

sich zwei Hypothesen herausgebildet, die kontrovers diskutiert werden.

Einige Autoren sehen die Ursache der Aneurysmen in einem durch die
Morphologie der bicuspiden Aortenklappe veranderten Blutfluss in der Aorta
ascendens. Untersuchungen des systolischen Blutflusses in der Aorta mittels
vierdimensionaler Magnetresonanztomographie zeigten ein helicales Flussprofil
bei Vorliegen einer bicuspiden Aortenklappe im Gegensatz zu Patienten mit
tricuspiden Aortenklappen. Ein helicales Flussmuster liegt auch dann vor, wenn
die bicuspide Aortenklappe weder stenosiert ist, noch eine Aortendilatation
besteht [53]. Auch bei Patienten mit unicuspiden oder den auferst seltenen
quadricuspiden Aortenklappen konnte ein helicales Flussprofil in der Aorta
ascendens gezeigt werden [31]. Bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen
hangt die Richtung des systolischen Flusses in der Aorta ascendens vom
Fusionstyp der Aortenklappe ab. Eine Fusion der rechts- und linkskoronaren
Tasche fuhrt zu einem rechts-anterior gerichteten systolischen Jet, wohingegen
der Fluss bei Patienten mit rechts- und akoronarer Fusion sowie bei Patienten
mit unicuspiden Aortenklappen nach rechts-posterior oder posterior gerichtet ist
[31]. Diese Anderungen des Flussprofils sowie lokal erhdhte Scherkrafte an der
Konvexitat der Aorta werden von einigen Autoren als mogliche mechanische
Ursache regionaler Strukturunterschiede in der extrazellularen Matrix der

Aortenwand von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen angesehen [22].

Andere Autoren sehen die Ursache der Aortendilatation bei Patienten mit
angeborenen Anomalien der Aortenklappen vielmehr in intrinsischen

Veranderungen der Aortenwand auf molekularer Ebene. Diese Hypothese wird
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durch die Beobachtung gestutzt, dass die Entstehung von Aortenaneurysmen
bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen auch durch den Ersatz der
Aortenklappe nicht aufgehalten werden kann [107,128]. Ebenfalls flr einen
genetischen Hintergrund der Aortenaneurysmen spricht, dass auch in der
Gefallwand des Truncus pulmonalis, der mit der Aorta ascendens eine
gemeinsame embryologische Herkunft hat, bei Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen Anzeichen der cystischen Medianekrose gefunden werden [25].
Gegen eine ausschlieBlich hAmodynamische Atiologie der Aortenaneurysmen
spricht weiterhin, dass bei etwa 40 — 50 % der Patienten mit bicuspiden

Aortenklappen keine Aneurysmen vorliegen [13].

Molekularbiologische Studien konnten zeigen, dass die Expressionsprofile
bestimmter Proteine in der Aortenwand, die wesentlich an Aufbau und
Regulation der extrazellularen Matrix beteiligt sind, Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen von Patienten mit tricuspiden Aortenklappen unterscheiden. Fur
Patienten  mit  unicuspiden  Aortenklappen liegen  bisher  keine
molekularbiologischen Studien vor, sodass es unklar ist, inwiefern sich diese in
ihren Genexpressionsprofilen von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen

unterscheiden.

2.4.21. Fibrillin-1 und TGF-

Fibrillin-1 (FBN1) ist als wesentliches Strukturprotein der extrazellularen Matrix
nicht nur Bestandteil von Mikrofibrillen und elastischen Fasern der aortalen
Media, sondern auch an =zellularen Signalkaskaden beteiligt [101].
Konstitutionelle Mutationen im FBN1-Gen liegen dem Marfan-Syndrom zu
Grunde, das durch eine generalisierte Aortopathie gekennzeichnet ist [26,79].
Aneurysmen der Aorta ascendens stellen die Hauptkomplikation bei betroffenen
Patienten dar [82]; es konnen jedoch ebenfalls die gesamte Aorta sowie
periphere Gefalke von Aneurysmen betroffen sein [79]. Bei Patienten mit
Marfan-Syndrom liegen bicuspide Aortenklappen in etwa 5 % der Falle und
damit mehr als doppelt so haufig wie in der Normalbevolkerung vor [89]. In
einer kurzlich publizierten Studie wurden Mutationen im FBN1-Gen bei

einzelnen Patienten mit bicuspiden Aortenklappen gefunden, bei denen ein
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Marfan-Syndrom nach den klinisch-diagnostischen Gent-Kriterien nicht vorlag
[98]. Dass Fibrillin-1 eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Aortenaneurysmen bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen spielen mag,
zeigen auch Daten von Fedak et al., die sowohl in der Aorta ascendens als
auch im Truncus pulmonalis von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen einen

verminderten Gehalt an Fibrillin-1 nachweisen konnten [34].

In einem Mausmodell des Marfan-Syndroms konnten Neptune et al. zeigen,
dass FBN1-Mutationen zu einer Dysregulation der Aktivitat des transforming
growth factor-beta (TGF-B) und damit zu einer erhdhten Apoptoserate fuhren
[87]. Die Aktivitat von TGF-f ist von Fibrillin-1 abhangig, da TGF-B in seiner
inaktiven Form in einem Komplex (large latent complex, LLC) zusammen mit
anderen Proteinen an Fibrillin-1 gebunden vorliegt. Kurze Fibrillin-1-
Bruchstucke, die bei einer Mutation im FBN1-Gen vermehrt vorkommen,
blockieren die Bindungsstellen des large latent complex an den Fibrillin-1-
Mikrofibrillen und fuhren damit zu mehr freiem TGF-3 [15].

Eine erhohte Aktivitat des TGF-B-Signalweges spielt madglicherweise eine
Schlusselrolle in der Pathogenese von thorakalen Aortenaneurysmen. Wie
auch Patienten mit Marfan-Syndrom entwickeln Patienten mit Shprintzen-
Goldberg-Syndrom, das durch Mutationen des Gens verursacht wird, das fur
den TGF-B-Repressor SKI codiert, gehauft Aneurysmen der Aorta ascendens
[28]. Bei Patienten mit Mutationen in den Genen fur TGF-B-Rezeptor-1 oder -2
(TGFBR1 und 2), die an einem Loeys-Dietz-Syndrom leiden, kann es zusatzlich
zu generalisierten arteriellen Aneurysmen und arterieller Tortuositas kommen
[76]. Interessanterweise wurde auch bei Patienten mit Loeys-Dietz-Syndrom ein
gehauftes Auftreten von bicuspiden Aortenklappen beschrieben [76].
Mutationen in TGFBR1 und 2 konnten bei Patienten mit sporadischen

bicuspiden Aortenklappen allerdings bisher nicht nachgewiesen werden [5].

Ob TGF-B an der Entwicklung von Aortenaneurysmen bei Patienten mit
angeborenen Aortenklappenanomalien beteiligt ist, ist bislang nicht ausreichend

geklart. Neuere Studien geben Hinweise auf eine erhohte Expression von TGF-
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B in dilatierten Aorten von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen [39,45].

Auf welche Weise Anderungen der Aktivitit des TGF-B-Signalweges auf
molekularer Ebene die Entstehung von Aortenaneurysmen begunstigen, ist

noch nicht ausreichend geklart.

2.4.2.2. Matrixmetalloproteinasen

Es gibt Hinweise dafur, dass eine erhdohte TGF-B-Aktivitat Enzyme aus der
Gruppe der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) hochreguliert [60]. MMPs sind
am Umbau der extrazellularen Matrix beteiligt und bauen Strukturproteine wie
Kollagen und Elastin ab [131].

Eine Vielzahl von Studien brachte hervor, dass eine erhdhte Aktivitat von MMPs
eine essentielle Rolle in der Pathogenese sowohl von abdominellen als auch
von thorakalen Aortenaneurysmen spielt [21,71]. Das Profil der vermehrt
exprimierten MMPs in der dilatierten Aortenwand scheint Patienten mit
unterschiedlichen  Morphologien der Aortenklappe voneinander zu
unterscheiden. So wurde ein erhohter Gehalt an MMP2 in Aneurysmen von
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen nachgewiesen [34,71]. Fir MMP14 und
MMP19 konnte eine erhdhte Genexpression in der dilatierten Aorta sowohl bei
Patienten mit bicuspiden als auch bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen
gezeigt werden [55]. Die Genexpression von MMP19 korrelierte mit dem
maximalen Aortendurchmesser allerdings ausschlieRlich bei Vorliegen einer

tricuspiden Aortenklappe [55].

Diese exemplarischen Daten weisen darauf hin, dass sich die Prozesse, die bei
diesen beiden Patientengruppen zur Aortendilatation fuhren, auf molekularer
Ebene unterscheiden. Bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen gibt es
bisher keine Studien zur Rolle von MMPs in der Pathogenese der
Aortenaneurysmen. Es bleibt daher unklar, inwieweit das Profil der exprimierten
MMPs die frihzeitige Entstehung von Aortenaneurysmen dieser Patienten

beeinflusst.



23

2.4.2.3. MYH11 und ACTA2

Dass der TGF-B-Signalweg eine zentrale Stellung in der Pathogenese von
thorakalen Aortenaneurysmen einzunehmen scheint, zeigt auch die Assoziation
von TGF-B zu familiaren thorakalen Aortenaneurysmen und Dissektionen
(familial thoracic aortic aneurysms and dissections, FTAAD). Mutationen im
MYH11-Gen (smooth muscle myosin heavy chain 11), das fur die schwere
Kette des Myosins der glatten Muskulatur codiert, fuhren bei betroffenen

Patienten zu Dissektionen, auch ohne vorangegangene Aortendilatation [96].

Die  haufigste Ursache fur nicht-syndromale familiare thorakale
Aortenaneurysmen sind allerdings Mutationen im ACTA2-Gen (smooth muscle
aortic alpha-actin), das fur das o-Aktin der glatten GefalRmuskulatur codiert
[103]. Renard et al. wiesen eine erhohte Aktivitat des TGF-B Signalweges in
Aortengewebe von Patienten mit MYH11-Mutationen und auch bei einem
Patienten mit ACTA2-Mutation nach [103]. Sie stellten damit einen
Zusammenhang von familiaren Aortenaneurysmen zu TGF-B her. Wie
Mutationen in MYH11 oder ACTA2 die Aktivitat von TGF-B beeinflussen und ob
Storungen des TGF-B-Signalweges zur Entstehung der Aortenaneurysmen

dieser Patienten beitragen, ist bisher unklar.

Ebenso ungeklart ist, warum das Vorliegen einer ACTA2-Mutation bei einigen
Patienten mit dem Vorliegen einer bicuspiden Aortenklappe assoziiert ist [47].
In einer kurzlich veroffentlichten Studie wurde eine erhohte ACTAZ2-
Genexpression in der dilatierten Aorta bei Patienten mit stenotischen
bicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen nachgewiesen [39]. Ein Unterschied bestand allerdings nur an
der Konvexitat der Aorta ascendens. Diese Daten legen nahe, dass lokale
Anderungen in der Struktur der Myofibrillen der glatten GefaRmuskelzellen
moglicherweise auch die Entwicklung von Aortenaneurysmen bei Patienten mit

Aortenklappenanomalien beeinflussen.
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2.4.2.4. eNOS

In den letzten Jahren wurden weitere Proteine identifiziert, deren veranderte
Aktivitat in der Aortenwand von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen einen
Einfluss auf die Entstehung von Aortenaneurysmen bei diesen Patienten nahe

legt.

Bei Mausen fuhrte ein Knockout des Gens, das fur die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) codiert, zur Entwicklung einer bicuspiden
Aortenklappe bei mehr als 40 % der Tiere [70]. Ein Doppel-Knockout der Gene,
die fur eNOS und das Apolipoprotein E kodieren, fihrte bei Mausen, die eine
cholesterinreiche Diat erhielten, zu gehauftem Auftreten von abdominellen

Aortenaneurysmen und Aortendissektionen [63].

Aicher et al. zeigten, dass der Gehalt an eNOS in der Aortenwand von
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen signifikant niedriger ist als bei
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen. Die eNOS-Protein-Expression in der
Aortenwand  zeigte eine  negative  Korrelation zum  maximalen
Aortendurchmesser und zum sinotubularen Durchmesser bei Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen [3]. Diese Daten deuten darauf hin, dass eNOS in
der Embryogenese der Aortenklappe eine wesentliche Rolle einnimmt und

moglicherweise auch die Pathogenese von Aortenaneurysmen beeinflusst.

2.4.2.5. GATAS

Auch fur GATAS5, einen Aktivator der eNOS-Transkription [66], wurde eine
Assoziation zur bicuspiden Aortenklappe festgestellt. GATAS5 ist in der
Embryogenese mafigeblich an der Entwicklung der Endokardkissen und des
kardialen Ausflusstraktes beteiligt [67]. Ein Knockout von GATA5 im
Mausmodell fuhrte bei 25 % der Tiere zur Entwicklung einer bicuspiden
Aortenklappe [66].

Bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen wurden vier nicht-synonyme
seltene genetische Varianten in der transkriptionalen Aktivationsdomane von
GATAS beschrieben [95], was darauf hinweist, dass GATAS5 mdglicherweise
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auch beim Menschen die Entwicklung von kongenitalen
Aortenklappenanomalien beeinflusst. Welche Stellung GATAS5 in der
Pathogenese von angeborenen Anomalien der Aortenklappe genau einnimmt,
ist bislang nicht ausreichend untersucht. Ebenso unklar ist, inwiefern ein
Einfluss von GATAS auf die Transkription von eNOS in der Embryogenese eine

Rolle spielt.

2.4.2.6. Kollagene

Es wird diskutiert, inwieweit strukturelle Veranderungen der Kollagene der
Aortenwand die Grundlage der Aortenaneurysmen bei Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen sein konnten. In Aneurysmen von Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen wurde eine reduzierte Kollagen-Quervernetzung nachgewiesen
[121]. Dies weist darauf hin, dass bicuspide Aortenklappen mit einem Defekt in
der posttranslationalen Kollagenmodifikation in der Aortenwand assoziiert sein

konnten.

Aortenaneurysmen treten auch frihzeitig bei Patienten auf, die am vaskularen
Typ des Ehlers-Danlos-Syndroms (EDS Typ 4) leiden, dem eine Mutation im
COL3A1-Gen zu Grunde liegt. Dieses Gen codiert fur die pro-a1(lll)-Kette des
Kollagens Typ Ill. Strukturelle Defekte in dieser Kollagenkette pradisponieren
zu arteriellen Aneurysmen und Dissektionen sowie zu Rupturen von inneren
Organen [24].

In der dilatierten Aortenwand von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen
wurde eine im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen niedrigere
Expression von COL1A1 und COL3A1 beschrieben [121]. Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen scheinen sich demnach in der Struktur der Kollagene
ihrer Aortenwand von Patienten mit tricuspiden Aortenklappen zu
unterscheiden. Wie dies in Zusammenhang mit der Entstehung von
Aortenaneurysmen bei diesen Patienten steht, ist bisher nicht ausreichend
untersucht. Fraglich ist auch, ob die Aortenwand von Patienten mit unicuspiden

Aortenklappen ebenfalls Anderungen in der Kollagen-Expression aufweist.
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2.4.2.7. NOTCH1 und NOTCH3

In wenigen Familien, in denen das isolierte Vorliegen einer bicuspiden
Aortenklappe autosomal-dominant vererbt wird, konnte ein genetischer
Hintergrund aufgedeckt werden. Mutationen im NOTCH1-Gen wurden hierfur
als ursachlich identifiziert [42]. Missense-Mutationen in NOTCH1 wurden auch
bei einigen Patienten mit sporadischen bicuspiden Aortenklappen
nachgewiesen [80,83]. Die evolutionar hoch konservierte Familie der NOTCH
Transmembranrezeptoren (NOTCH1 - 4) werden durch die Bindungen eines
Liganden der Jagged oder Delta-like Familie aktiviert, worauf es nach
zweifacher Proteolyse zur Freisetzung der intrazellularen NOTCH-Domane
(NOTCH intracellular domain, NIC) kommt. Diese aktiviert im Zellkern die
Transkription der NOTCH-Zielgene, darunter die transkriptionellen Repressoren
der Hey- und Hes-Familien, welche die fruihe Herzentwicklung entscheidend
bestimmen [94]. Eines der Hey-Zielgene, das bei defektem NOTCH1
hochreguliert wird, ist der Transkriptionsfaktor Runx2, der die valvulare
Kalzifizierung fordert [42]. Von einigen Autoren wird dieser als Ursache der

frGhen Verkalkung der bicuspiden Aortenklappen diskutiert [42].

Karzlich konnte fur NOTCHS3 eine Assoziation zu thorakalen Aortenaneurysmen
hergestellt werden. Folkersen et al. zeigten in einer Microarray-
Expressionsstudie an Aortengewebe von Patienten mit bicuspiden und
tricuspiden  Aortenklappen, dass NOTCH3 unabhangig von der
Klappenmorphologie bei Vorliegen einer Aortendilatation hochreguliert ist [38].
Es liegt nahe, dass der NOTCH-Signalweg in der Entstehung angeborener
Aortenklappenanomalien und der mit ihnen assoziierten thorakalen
Aortenaneurysmen beteiligt ist, wenn auch die genauen molekularbiologischen

Vorgange noch nicht entschlisselt sind.
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2.5. Fragestellung

Obwohl es in der Literatur viele Hinweise auf einen genetischen Hintergrund
gibt, ist die Ursache der thorakalen Aortenaneurysmen bei Patienten mit
angeborenen Anomalien der Aortenklappe bislang nicht geklart. Besonders
wenige Erkenntnisse existieren Uber die Genese von Aortenaneurysmen bei
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen, da bisher keine Studien zu Gen- oder
Proteinexpression bei diesen Patienten vorliegen. Es ist daher unbekannt, ob
sich die Pathogenese der Aneurysmen bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen von derjenigen bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen
unterscheidet. Klarheit Uber eventuelle molekulare Unterschiede in der Genese
der Aortendilatation konnte klinisch hilfreiche Aufschlisse uber die fruhe
Entwicklung von Aortendissektionen bei diesen Patienten geben und sogar

Ansatzpunkte fur praventive Medikationen liefern.

Ziel dieser Studie war es, Genexpressionsprofile in der Aorta ascendens von
Patienten mit unicuspiden und tricuspiden Aortenklappen zu ermitteln, um aus
eventuellen Unterschieden der lokalen Genaktivitaten Hinweise auf die bislang
unerforschte Ursache der Aortenaneurysmen bei Patienten mit unicuspiden

Aortenklappen geben zu kénnen.

Der Fokus wurde auf Mitglieder der eNOS- sowie NOTCH-Signalwege
gerichtet, da es fur beide bekannt ist, dass sie in der Pathogenese der
bicuspiden Aortenklappe eine Rolle spielen [42,70]. Folgende Fragen waren zu

beantworten:

1. Ist die Genexpression von eNOS in der Aorta ascendens von Patienten
mit unicuspiden Aortenklappen analog dem bereits beschriebenen
verminderten eNOS-Proteingehalt bei Patienten mit bicuspiden

Aortenklappen niedriger als bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen?
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2. Haben Patienten mit unicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten
mit tricuspiden Aortenklappen eine niedrigere GATAS-Expression in ihrer
Aortenwand und verhalt diese sich analog zur Expression des GATA5-
Zielgens eNOS?

3. Haben Patienten mit unicuspiden Aortenklappen eine niedrigere NOTCH1-
Expression in ihrer Aortenwand als Patienten mit tricuspiden

Aortenklappen?

4. Ist die Expression von NOTCH3 bei Vorliegen einer Aortendilatation
erhdoht und bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen hdher als bei

Patienten mit tricuspiden Aortenklappen?

Weiterhin  wurden Gene des TGF-B-Signalweges untersucht, deren
konstitutionelle Mutationen zum Marfan- oder zum Loeys-Dietz-Syndrom

fuhren. Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:

5. Ist die Genexpression von Fibrillin-1 in der Aortenwand von Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen - analog dem bereits beschriebenen
verminderten Proteingehalt bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen -

niedriger als bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen?

6. Ist die Expression der TGF-B-Rezeptor-Gene (TGFBR1, TGFBR2), die
beim Loeys-Dietz-Syndrom mutiert sind, in der Aortenwand von Patienten
mit unicuspiden Aortenklappen niedriger als bei Patienten mit tricuspiden

Aortenklappen?

Ferner wurde die Expression von Genen untersucht, deren Produkte die
Struktur und Stabilitat der Aortenwand bestimmen und fur die in der Literatur
Zusammenhange zu familiaren und sporadischen thorakalen
Aortenaneurysmen beschrieben wurden. Folgende Fragen sollten beantwortet

werden:
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Ist die Expression von ACTA2, dessen Mutationen familiare thorakale
Aortenaneurysmen verursachen, in der Aortenwand von Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen analog zu Patienten mit bicuspiden

Aortenklappen erhoht?

Ist die Genexpression von COL3A1, das beim vaskularen Ehlers-Danlos-
Syndrom mutiert ist, in der Aortenwand von Patienten mit unicuspiden

Aortenklappen niedriger als bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen?

Ist die Expression von MMP19 bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen ahnlich wie bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen bei
Vorliegen einer Aortendilatation erhoht und korreliert diese mit dem

maximalen Aortendurchmesser?

Schlieldlich sollte der Frage nachgegangen werden, welchen Einfluss das
Vorliegen einer Dilatation der Aorta ascendens auf die Expression der
einzelnen Gene bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen im Vergleich

zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen hat.
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3. Material und Methoden

3.1. Probengewinnung

Es wurden Gewebeproben von Patienten untersucht, die eine
Aortenklappenrekonstruktion oder einen Aortenklappenersatz mit oder ohne
Ersatz der Aorta ascendens erhielten. Ein schriftliches Einverstandnis zur
Probenentnahme wurde von allen Patienten eingeholt, und fur die Studie lag
ein positives Votum der Ethik-Kommission bei der Arztekammer des
Saarlandes vor (Kenn-Nr. 205/10).

Praoperativ.  wurde bei allen Patienten eine transdsophageale
Echokardiographie durchgefuhrt und die Durchmesser der Aorta auf der Hohe
des aortoventrikularen Ubergangs (AV), des Sinus Valsalva, des sinotubularen

Ubergangs (ST) sowie der tubuldren Aorta ascendens gemessen (Abbildung 5).

Abbildung 5: Praoperativ erhobene Durchmesser der Aorta ascendens: 1 =
aortoventrikularer Ubergang (AV), 2 = Sinus Valsalva, 3 = sinotubuldrer

Ubergang (ST), 4 = tubulare Aorta ascendens
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Die Aorta wurde als dilatiert angesehen, wenn entweder ein Sinus-
Durchmesser oder ein tubularer Aortendurchmesser von =2 40 mm vorlag. Die
Proben wurden intraoperativ an der Konvexitat der Aorta ascendens 5 mm
oberhalb des sinotubuldren Ubergangs entnommen, anschlieBend unmittelbar
in fluissigem Stickstoff konserviert und dann bei -80°C bis zur Verarbeitung
eingefroren. Insgesamt wurden Proben von 52 Patienten gesammelt. Die
Patienten wurden nach der Morphologie der Aortenklappe und nach dem

Vorhandensein einer Dilatation der Aorta ascendens in vier Gruppen aufgeteilt:

UAV-N: unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens
UAV-D: unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens
TAV-N: tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens
TAV-D: tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens
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Eine weitere Einteilung der Patienten erfolgte nach dem vorliegenden
Dilatationsmuster der Aorta ascendens. Patienten mit einem tubularen
Aortendurchmesser, der grol3er war als der Durchmesser des Sinus Valsalva,
wurden der Gruppe D1 zugeordnet. Die Gruppe D2 bestand aus Patienten,
deren Sinus-Durchmesser groRer war als der Durchmesser der tubularen Aorta

ascendens (Tabelle 1).

UAV-D UAV-N TAV-D  TAV-N

(n=12) (n=7) (n=11) (n=22) P
Alter (Jahre)
M 440 28,9 56,6 65,8
<0,001
SD +10,0 +125 +13,9 +13,7
Geschlecht (m/w) 11/1 5/2 8/3 10/12 <0,001
Dilatationstyp (D1/D2)  11/1 - 6/5 - 0,01
maximaler
Aortendurchmesser
(mm)
M 47 4 28,0 47,7 29,0
<0,001
SD +52 +54 +97 +40
Spannweite 40-57 20-38 30-60 21-37 -

Tabelle 1: Alter, Geschlecht, Dilatationstyp und maximaler Aortendurchmesser
der vier untersuchten Patientengruppen. M = Mittelwert, SD =
Standardabweichung

Die klinischen Daten der Patienten, die in die Studie einbezogen wurden, sind
in Tabelle 2 wiedergegeben. Das Gewebe von Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen ohne Dilatation der Aorta ascendens wurde als Kontrollgewebe

benutzt.
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unicuspid tricuspid
(n=19) (n=33) P

Alter 384+13,0 62,8+14,2 <0,001
Geschlecht (m/w) 16/3 18/15 0,06
Aortenklappen-Pathologie

Stenose 0 4 (12,1 %) 0,39

Insuffizienz 9(47,4 %) 23(69,7 %) 0,08

Kombiniertes Vitium 10 (52,6 %) 6 (18,2 %) 0,01
Begleiterkrankungen

Hypertonie 3(158%) 21(63,6%) <0,001

Diabetes mellitus 0 5(15,2 %) 0,07

Hyperlipidamie 0 10 (30,3 %) 0,01

KHK 1 (5,3 %) 6 (18,2 %) 0,12
Nikotinkonsum 3 (15,8 %) 4 (12,1 %) 0,76
Medikation

B-Blocker 6 (31,6 %) 17 (53,1 %) 0,10

ACE-Hemmer 6 (31,6 %) 16 (48,5 %) 0,19

AT1-Rezeptor-

. 1 (5,3 %) 7 (21,2 %) 0,11

Antagonist

Diuretikum 2(10,5%) 10(30,3 %) 0,09

Insulin 0 2 (6,1 %) 0,26

Kalziumkanal-Blocker 1 (5,3 %) 6 (18,2 %) 0,17

Statin 0 12 (36,4 %) <0,001

Aldosteron-Antagonist 1 (5.3 %) 7 (21,2 %) 0,11

Tabelle 2: Klinische Daten der Patienten, KHK = Koronare Herzkrankheit,
ACE-Hemmer = Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer, AT1-Rezeptor-

Antagonist = Angiotensin |I-Rezeptor-Typ 1- Antagonist
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3.2. RNA-Isolierung

Benotigte Reagenzien:
mirVana PARIS Kit #1556 (Ambion)
* Cell Disruption Buffer
* 2X Denaturation Solution
* Acid-Phenol:Chloroform
*  miRNA Wash Solution 1
* Wash Solution 2/3
* Elution Solution
RNase-Free DNase Set #79254 (Qiagen)
* DNase |, RNase-Free
* Buffer RDD
* RNase-Free Water
Ethanol 100 %
3-Mercaptoethanol

Nuklease-freies Wasser

Benotigte Gerate:

BP 310 S Waage (Sartorius)

Ultraturrax T8 (IKA)

Ultraschallprozessor UP100H (Hielscher)
MS2 Minishaker (IKA)

Centrifuge 5415 R (Eppendorf)
Thermomixer Comfort (Eppendorf)

Zur |Isolierung der RNA aus den Gewebeproben wurde das mirVana PARIS Kit

der Firma Ambion eingesetzt. Der DNase-Verdau wurde mit dem RNase-Free

DNase Set der Firma Qiagen durchgefuhrt.

Vor Beginn der RNA-Isolierung wurden folgende Reagenzien vorbereitet: Zur

2X Denaturation Solution wurden 375 pl R-Mercaptoethanol hinzugefugt und
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diese anschlieRend im Wasserbad auf 37°C erhitzt. Zur miRNA Wash Solution
1 wurden 21 ml reines Ethanol und zur Wash Solution 2/3 40 ml reines Ethanol
hinzugefugt. 550 yl RNase-freies Wasser wurden mit einer Kanule in das Gefal
der DNase | injiziert, um die lyophilisierte DNase unter vorsichtigem Schwenken
des Gefaldes in Losung zu bringen. Das Volumen wurde anschlielRend zu je 20

gl auf 1,7 ml Reaktionsgefalie aufgeteilt und bei -20 °C aufbewahrt.

Nach der Vorbereitung der Reagenzien wurden 625 ul Cell Disruption Buffer in
ein steriles 13 ml Roéhrchen pipettiert und dieses gewogen (BP 310S Waage,
Sartorius). Die Gewebeprobe wurde unmittelbar nach Entnahme aus dem
Eisschrank (-80°C) mit dem Cell Disruption Buffer versetzt. Anschlieend wurde
das Rohrchen erneut gewogen; von diesem Gewicht wurde das Gewicht des
Rohrchens ohne Probe subtrahiert, um das Probengewicht zu ermitteln. Das

Gewicht der untersuchten Gewebeproben lag zwischen 20 mg und 100 mg.

Anschlieend wurden 625 ul Denaturation Solution zu der Gewebeprobe und
dem Cell Disruption Buffer hinzugefugt und die Probe zunachst fur 30 s mit
einem Ultra-Turrax T8 (IKA) und dann fur weitere 3 s mit einem
Ultraschallprozessor UP100H (Hielscher) homogenisiert. Die Mischung wurde
dann fur 30 min auf Eis inkubiert und das Volumen auf zwei 1,7 ml
Reaktionsgefale aufgeteilt und gemessen (ca. 625 pl). Das 1,25 fache dieser
Menge an Acid-Phenol-Chloroform wurde hinzugefugt. Die Losungen wurden
dann mit dem MS2 Minishaker (IKA) gemischt und fur 20 min bei 4°C und
13.000 g zentrifugiert (Zentrifuge 5415 R, Eppendorf). Der dadurch erhaltene
klare Uberstand, der die RNA enthielt, wurde in ein neues 1,7 ml
Reaktionsgefald pipettiert und die restliche Flussigkeit verworfen. Das Volumen
wurde gemessen und anschliellend ein Drittel des gemessenen Volumens an
reinem Ethanol zugesetzt. 700 uyl des Volumens wurden dann auf einen Filter
eines Ambion Reaktionsgefalles pipettiert und dieses wurde fur 30 s bei 4°C
und 9000 g zentrifugiert. Das maximale Volumen, das auf einen solchen Filter
gegeben werden kann, betragt 700 pul; daher wurde dieser Schritt so oft
ausgefuhrt, bis das gesamte Volumen auf dem Filter zentrifugiert worden war.

Nach jeder Zentrifugierung wurde der erhaltene Durchschlag zur Gewinnung
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der sRNA (small RNA) in ein neues 1,7 ml Reaktionsgefal} pipettiert. Dieses
Volumen wurde gemessen und zwei Drittel der Menge an reinem Ethanol
zugesetzt. Erneut wurden 700 pl der Mischung auf einen Filter eines neuen
Ambion Reaktionsgefalies pipettiert. Dieses wurde fur 30 s bei 4°C und 9000 g
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ebenfalls so oft durchgefuhrt, bis das
gesamte Volumen aufgebraucht war. Der Durchschlag wurde nach diesen

Zentrifugierungsschritten jeweils verworfen.

Es wurden schlieBlich mehrere Waschschritte der Filter durchgefuhrt, um grole
RNA Molekule (large RNA = messenger RNA + ribosomale RNA) und sRNA
aus den Filtern zu I6sen. Zunachst wurden 350 pl miRNA Wash Solution 1 auf
jeden Filter pipettiert und dieser im zugehorigen Ambion-Reaktionsgefal® fur 30

s bei 4°C und 9000 g zentrifugiert. Der Durchschlag wurde verworfen.

Um eine eventuelle Kontamination mit DNA zu vermeiden, wurde ein DNase-
Verdau mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen) durchgefuhrt. Hierfur wurden
je 80 ul einer Mischung bestehend aus 70 ul RDD Puffer und 10 pl DNase |-
Losung auf jeden Filter pipettiert und anschlielend fur 15 min bei

Raumtemperatur inkubiert.

100 ul Elution Solution wurden in ein 1,7 ml Reaktionsgefal} pipettiert und in
einem Thermomixer Comfort (Eppendorf) auf 96°C erhitzt. Nach der Inkubation
wurden erneut 350 pl Wash Solution 1 auf jeden Filter pipettiert und diese in
den zugehorigen Ambion ReaktionsgefalRen fur 30 s bei 4°C und 9000 g
zentrifugiert. Der erhaltene Durchschlag wurde verworfen. 500 pyl Wash Solution
2/3 wurde auf jeden Filter gegeben und diese anschlielend in den Ambion-
ReaktionsgefalRen erneut fur 30 s bei 4°C und 9000 g zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde ebenfalls einmal wiederholt und der Durchschlag jedes Mal
verworfen. Die Filter wurden dann in den ReaktionsgefalRen fur 1 min bei 4°C
und 9000 g zentrifugiert und danach in neue Ambion-Reaktionsgefalle
positioniert. Je 40 pl der erhitzten Elution Solution wurde auf die Filter pipettiert
und diese in den Reaktionsgefalien fur 1 min bei 4°C und 9000 g zentrifugiert.

Die large RNA sowie die sRNA befand sich in den erhaltenen Durchschlagen
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der jeweiligen Reaktionsgefalie.

3.3. Bestimmung der RNA-Reinheit und - Konzentration

Benotigte Gerate:
Infinite NanoQuant Plate (Tecan)
Infinite 200 PRO NanoQuant Reader (Tecan)

Die RNA-Reinheit und -Konzentration wurde photometrisch mit einer Infinite
NanoQuant Plate und einem Infinite 200 PRO NanoQuant Reader sowie der i-
control-Microplate Reader Software der Firma Tecan durchgefuhrt. Die
maximale photometrische Absorption der RNA liegt bei 260 nm, die von
Proteinen bei 280 nm. Die Bildung des Quotienten OD2gy zu ODggo, der
idealerweise zwischen 1,8 und 2,1 liegen soll, zeigt an, ob eine Kontamination
mit Proteinen vorliegt. In diese Studie wurden ausschlieRlich Proben mit einem

Quotienten zwischen 1,8 und 2,1 einbezogen.

Zum Eichen der Infinite NanoQuant Plate wurden je 2 pl Elution Solution auf die
zu benutzenden Felder pipettiert. Nach dem Entfernen der Elution Solution von
den Feldern der Platte wurden je 2 pl der zu messenden RNA Proben auf die
Felder aufgetragen. Die RNA wurde nach der Konzentrationsbestimmung bei
-80°C gelagert.
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3.4. Bestimmung der RNA-Integritat

Benotigte Reagenzien:
RNA 6000 Nano Kit # 5067-1511 (Agilent)
* RNA 6000 Nano Marker
RNA 6000 Nano Gel Matrix
*  RNA Nano Dye Concentrate
* RNA 6000 Ladder
» Safe-Lock tubes, DNase/RNase-frei (Eppendorf)

* Spin Filter
RNaseZAP # AM9780 (Ambion)

Nuklease-freies Wasser

Benotigte Gerate und Materialien:
2100 Bioanalyzer (Agilent)

Chip Priming Station (Agilent)
16-Pin Bajonett Elektroden-Einsatz (Agilent)
Centrifuge 5415 R (Eppendorf)
Thermomixer Comfort (Eppendorf)
MS2 Minishaker (IKA)

MS3 basic S36 Chip Vortexer (IKA)
RNA 6000 Nano Chips (Agilent)
Electrode Cleaner Chips (Agilent)
2100 Expert Software (Agilent)

Eine zusatzliche RNA-Qualitatskontrolle wurde mit dem 2100 Bioanalyzer und
dem RNA 6000 Nano Kit der Firma Agilent durchgefuhrt. Der 2100 Bioanalyzer
erlaubt die gleichzeitige Analyse von 12 Proben auf einem RNA Nano Chip
mittels Kapillarelektrophorese. Die RNA wird mit einem interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff markiert und von dem System detektiert. Der RNA 6000
Ladder wird auf jedem Chip als Referenz analysiert und enthalt RNA-
Fragmente von bekannter Grof3e und Konzentration. Ein Marker-Fragment wird

mit jeder Probe analysiert und dient als interner Standard. Die Daten werden
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mit der 2100 Expert Software (Agilent) in Gel-ahnliche Bilder und
Elektropherogramme fur jede Probe ubersetzt (Abbildung 3 und 4). Die
Software ordnet jeder Probe eine RNA integrity number (RIN) zu, die mit einem
standardisierten Algorithmus ermittelt wird [112]. Die RIN kann Zahlenwerte von
0 bis 10 annehmen, wobei ein Wert von 10 hochste RNA-Integritat

reprasentiert.

Je 2 yl der RNA Proben wurden in 1,7 ml ReaktionsgefalRe pipettiert, diese bei
70°C fur 2 min erhitzt und anschlieRend sofort auf Eis gekuhlt. 2 pl des Agilent
RNA 6000 Ladder wurden ebenfalls fur 2 min bei 70°C hitzedenaturiert und

anschlie3end auf Eis gekuhlt.

550 pl RNA 6000 Gelmatrix wurden in einen Spin Filter pipettiert und fur 10 min
bei Raumtemperatur und 1500 g zentrifugiert. Pro Chip werden 65 pl filtriertes
Gel bendtigt. 65 pl des filtrierten Gels wurden in ein RNase freies microfuge
tube (Agilent) pipettiert. Anschliefend wurde das RNA 6000 dye Konzentrat fur
30 min von 4°C auf Raumtemperatur aufgewarmt und dann fur 10 s mit einem
MS2 Minishaker (IKA) gemischt. 1 yl des Konzentrats wurden den 65 ul Gel
zugesetzt. Die Mischung wurde erneut mit dem MS2 Minishaker gemischt und
anschlieBend fur 10 min bei Raumtemperatur und 13000 g zentrifugiert
(Centrifuge 5415R, Eppendorf).

Vor jedem Lauf wurden die Elektroden des Agilent 2100 Bioanalyzers gereinigt.
Hierfur wurde einer der Electrode Cleaner Chips mit 350 uyl RNaseZAP
(Ambion) gefullt und 1 min im Bioanalyzer bei geschlossenem Deckel belassen.
Eines der Wells des zweiten Electrode Cleaner Chips wurde dann mit 350 ul
RNase-freiem Wasser geflllt und der Chip in den Bioanalyzer gelegt. Der
Deckel des Bioanalyzers wurde fur 10 s geschlossen und anschlielRend fur

weitere 10 s offen gelassen.

AnschlieRend wurde der RNA 6000 Nano Chip in die daflr vorgesehene Chip
Priming Station gelegt. 9 pl des Gel-Dye-Mix wurden in das Well des Chips, das

mit einem schwarz hinterlegten G markiert ist, pipettiert. Die Chip Priming
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Station wurde geschlossen und der Druckbolzen bis zum Einrasten nach unten
gedruckt. Nach exakt 30 s wurde der Druckbolzen gel6st und nach 5 s langsam
auf die 1 ml Position zurlickgezogen. Nach dem Offnen der Chip Priming
Station wurden jeweils 9 pl des Gel-Mix in die beiden ubrigen mit G markierten
Wells pipettiert. AnschlieRend wurden jeweils 5 pul des RNA 6000 Nano Markers
in alle 12 Proben-Wells und in das mit einem Leiter-Symbol markierte Well
pipettiert. In dieses Well wurde daraufhin ebenfalls 1 ul des Agilent RNA 6000
Ladder pipettiert. Von jeder RNA-Probe wurde 1 pl in eines der 12 Proben-
Wells pipettiert. Der Chip wurde dann in den IKA MS3 Chip Vortexer positioniert
und fur 1 min bei 2400 rpm gemischt. Abschlielfend wurde der Chip in den
Agilent 6000 Bioanalyzer gelegt und der Lauf in der Agilent 2100 Expert

Software gestartet.

Ein Elektropherogramm und eine Gel-Darstellung fur eine analysierte RNA-
Probe sind in Abbildung 6 und 7 dargestellt. Das Elektropherogramm hat drei
Peaks, wobei der erste Peak durch den Marker, der zweite durch die 18 S
ribosomale RNA (rRNA) und der dritte durch die 28 S ribosomale RNA

reprasentiert wird.
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Abbildung 6: Beispiel eines Elektropherogramms der 2100 Expert Software
(Agilent) fur eine RNA-Probe (TAV-D). Der erste Peak reprasentiert den Marker,
der zweite die 18 S und der dritte die 28 S ribosomale RNA. Die x-Achse
reprasentiert die Zeit in Sekunden (s), die y-Achse reprasentiert die Starke der
Fluoreszenz in Fluoreszenzeinheiten (FU). RNA Integrity Number (RIN) = 8,6;
RNA Konzentration = 85 ng/pl
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Abbildung 7: Gel-Darstellung der 2100 Expert Software (Agilent): RNA Ladder
(linke Spalte) und RNA-Probe (TAV-D, rechte Spalte). Die beiden schwarzen
Banden in der rechten Spalte reprasentieren die 28 S rRNA (obere Bande) und

die 18 S rRNA. Die grinen Banden entsprechen dem Marker.



43

3.5. cDNA-Synthese

Benotigte Reagenzien:
High Capacity cDNase Reverse Transcription Kit # 4368814 (Applied
Biosystems)

* 10 x RT Buffer

* 10 RT Random Primers

e 25 x dNTP Mix 100 mM

* RNase Inhibitor

* Multiscribe RT

Nuklease-freies Wasser

Benotigte Gerate:
MS2 Minishaker (IKA)
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)

Die cDNA-Synthese (RT-PCR) wurde mit dem High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit der Firma Applied Biosystems an einem separaten Arbeitsplatz
durchgefuhrt. Von jeder Probe wurde die gesamte RNA-Menge in cDNA
umgeschrieben. Alle Reagenzien wurden wahrend der Arbeitsschritte im
Eisblock aufbewahrt und jedes Reagenz wurde einzeln vor der Anwendung auf

Eis aufgetaut.

Zunachst wurde ein Mastermix erstellt, wobei der hier beschriebene Ansatz fur
die RT-PCR von einer Probe gilt. Das Reaktionsvolumen pro Ansatz betrug 20
pl. Es wurden 3,2 pl Nuklease-freies Wasser, 2 pl 10x RT Buffer, 2 pl 10 RT
Random Primers und 0,8 ul 25x dNTP Mix 100 mM in ein 1,7 pl Reaktionsgefal®
pipettiert und sorgfaltig gemischt. Zuletzt wurden dem Mastermix 1 yl RNase
Inhibitor und 1 pl Multiscribe RT hinzugefugt. Der Mastermix wurde mit einem
MS2 Minishaker (IKA) gemischt. Anschlieend wurden 10 pl Mastermix und 10
pl der RNA-Probe in ein 0,2 ml Reaktionsgefaly pipettiert. Falls weniger als 10

Ml RNA Volumen vorhanden waren, wurde das fehlende Volumen durch
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Nuklease-freies Wasser erganzt. Bei jeder RT-PCR wurde ein Leeransatz
durchgefuhrt, wobei hier die Menge an RNA durch Nuklease-freies Wasser

ersetzt wurde. Das Pipettierschema des Mastermix ist in Tabelle 3

wiedergegeben.
Reagenz Volumen
Nuklease-freies Wasser 3,2 ul
10 x RT Buffer 2 ul
10 RT Random Primers 2 ul
25 x ANTP Mix 100mM 0,8 ul
RNAse Inhibitor 1 ul
Multiscribe RT 1 ul

Tabelle 3: Pipettierschema des Mastermix der cDNA-Synthese

(einfacher Ansatz)

Als Thermocycler kam ein GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
zum Einsatz. Der PCR-Zyklus begann mit einer Temperatur von 25°C fur 10
Minuten, gefolgt von 37°C fur 120 Minuten und 85°C fur 5 Minuten, schlielich
wurden die Proben auf 4°C gekuhlt.
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3.6. Real-time PCR

Benotigte Reagenzien:
Tagman Gene Expression Master Mix # 94404 (Applied Biosystems)
96-well Custom TagMan Array Plates (Applied Biosystems)

Nuklease-freies Wasser

Benotigte Gerate und Materialien:

MS 2 Minishaker (IKA)

Centrifuge 5415 R (Eppendorf)

Centrifuge 5430 (Eppendorf)

MicroAmp Adhesive Film (Applied Biosystems)

MicroAmp Adhesive Film Applicator (Applied Biosystems)
StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems)
StepOnePlus Software Version 2.1 (Applied Biosystems)

Die Real-time PCR (quantitative PCR, qPCR) wurde mit 96-well TagMan
Custom Plates und TagMan Gene Expression Assays fur die Gene FBN1,
NOS3, MMP19, TGFBR1, TGFBR2, ACTA2, NOTCH1, NOTCH3, GATA5 und
COL3A1 durchgefuhrt. Als Referenzgene wurden EIF2B1 (eukaryotic
transcription initiation factor 2B, subunit 1), ELF1 (ets-related transcription factor
1) und HMBS (Hydroxymethylbilan-Synthase) eingesetzt, die in eigenen
Voruntersuchungen als geeignete Referenzgene etabliert worden waren. Die
Expression dieser Gene in der Aorta ascendens wurde weder von der
Morphologie der Aortenklappe noch von der Dilatation der Aorta ascendens
beeinflusst [51]. Dies macht sie zu geeigneten Housekeeping-Genen fur gPCR-
Studien, welche die Genexpression in der Aorta ascendens bei Patienten mit
unterschiedlichen Morphologien der Aortenklappe vergleichen. Die Assay ID-

Nummern der untersuchten Gene sind in Tabelle 4 wiedergegeben.
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Gen TagMan Assay ID
FBN1 Hs00171191_m1
NOS3 Hs01574659_m1

MMP19 Hs00275699_m1
TGFBR1 Hs00610320_m1
TGFBR2 Hs00234253 _m1

ACTA2 Hs00909449 m1
NOTCH1 Hs01062014_m1
NOTCH3 Hs01128541_m1

GATA5 Hs00388359_m1
COL3A1 Hs00943809_m1

ELF1 Hs00152844 m1

EIF2B1 Hs00426752_m1

HMBS Hs00609297_m1

Tabelle 4: Untersuchte Gene und deren TagMan Assay-IDs

Die Genexpression in den Patientengruppen UAV-N, UAV-D und TAV-D wurde
nach der 2"*2°T Methode relativ zur Expression in der TAV-N Gruppe bestimmt
(relative Quantitat, RQ), die als Kontrollgruppe fungierte [74]. Die 10
untersuchten Gene wurden auf zwei verschiedene Platten-Layouts aufgeteilt,
wobei die drei Housekeeping-Gene Teil beider Layouts waren. Auf den Platten
mit Layout 1 wurden FBN1, NOS3, MMP19, TGFBR1 und TGFBR2 analysiert.
Auf den Platten mit Layout 2 wurden ACTA2, NOTCH1, NOTCH3, GATAS und
COL3A1 analysiert. Layout 1 und Layout 2 sind in Abbildung 5 und 6
dargestellt. Auf jeder Platte wurde eine TAV-N Probe analysiert, die das

Kontrollgewebe darstellte.
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Pro Reaktion konnen 1 - 100 ng cDNA eingesetzt werden, wobei die Menge an
cDNA fur alle Reaktionen gleich bleiben muss. In dieser Studie wurden 20 ng
cDNA pro Well eingesetzt. Das Reaktionsvolumen von 10 pl pro Well setzte
sich zusammen aus 5 pl einer Mischung aus der benotigten Menge an cDNA

und Nuklease-freiem Wasser und 5 yl TagMan Gene Expression Master Mix.

Pro 96-Well Platte wurden vier Proben untersucht. Jede Probe wurde als
Triplikat analysiert. Von dem Referenzgen HMBS wurde fur jede Probe nur eine
zweifache Bestimmung durchgefuhrt, da die Positionen H1, H4, H7 und H10 auf
den Platten fur Leeransatze verwendet wurden (Abbildung 8 und 9). Fir jede
der vier Proben standen damit 23 Wells der 96-Well Platten zur Verfugung. Ein
Mastermix wurde fur jede Probe erstellt. Die bendtigte Menge an Mastermix
wurde fur 27 Wells berechnet, um sicher zu stellen, dass ausreichend Volumen
vorhanden war. Bei einem Volumen von 10 pl pro Well betrug das Volumen des
Mastermix fur eine Probe 270 pl. Diese setzten sich zusammen aus 135 pl
einer Mischung aus cDNA und Nuklease-freiem Wasser sowie 135 pl TagMan

Gene Expression Master Mix.
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Abbildung 8: Beispiel eines Platten-Layouts 1 mit den Genen FBN1, NOS3,
MMP19, TGFBR1, TGFBR2, ELF1, EIF2B1 und HMBS
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Abbildung 9: Beispiel eines Platten-Layouts 2 mit den Genen ACTA2, NOTCH1,
NOTCHS3, GATAS5, COL3A1, ELF1, EIF2B1 und HMBS

Wahrend des Pipettierens wurden alle Reagenzien und die cDNA-Proben auf
Eis gekuhlt und der TagMan Gene Expression Master Mix vor Licht geschutzt.
Zunachst wurde das bendétigte Volumen der cDNA-Probe berechnet. Dieses
Volumen wurde dann von 135 pl subtrahiert, um die erforderliche Menge an
Nuklease-freiem Wasser zu erhalten. Das Nuklease-freie Wasser wurde in ein
1,7 ml Reaktionsgefal® pipettiert. AnschlieBend wurden 135 pl TagMan Gene
Expression Master Mix und zuletzt die berechnete Menge an cDNA-

Probenvolumen hinzugefugt.

Die 1,7 ml ReaktionsgefalRe wurden kurz mit dem MS 2 Minishaker gemischt
und dann far 1 min bei Raumtemperatur und 1000 g zentrifugiert (Zentrifuge
5415 R, Eppendorf). Die 96-Well TagMan Custom Platten wurden fir 1 min bei
Raumtemperatur und 1000 g zentrifugiert (Zentrifuge 5430, Eppendorf). Die

Schutzfolie wurde behutsam fur eine Reihe der Wells entfernt und je 10 ul des
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Mastermix der zugehorigen Probe in die Wells pipettiert. Entsprechend wurde
fur die gesamte Platte fortgefahren. Dabei wurden die Positionen H1, H4, H7

und H10 ausgelassen, da diese fur die Leeransatze vorgesehen waren.

Pro Platte wurde ein Leeransatz (Leeransatz 1) zum Ausschluss eventueller
Verunreinigungen beim Pipettieren der Platten angefertigt. HierfGr wurden $ pl
TagMan Gene Expression Master Mix und 5 ul Nuklease-freies Wasser in ein
1,7 ml Reaktionsgefal® pipettiert. Fur die drei weiteren Leeransatze
(Leeransatze 2 - 4) wurden jeweils 2 ul des Leeransatzes, der bei der cDNA-
Synthese der jeweiligen Probe angefertigt wurde, mit 3 pyl Nuklease-freiem
Wasser und 5 yl TagMan Gene Expression Master Mix in einem 1,7 ml
Reaktionsgefall vermischt. Diese Leeransatze dienten dem Ausschluss von
Verunreinigungen mit RNA wahrend der cDNA-Synthese der Proben. Es
wurden 10 pl von Leeransatz 1 in das Well H1 pipettiert und jeweils 10 ul der

Leeransatze 2 - 4 in die zugehorigen Wells H4, H7 und H10 pipettiert.

Die Platte wurde schlieBlich mit einem MicroAmp Optical Adhesive Film
(Applied Biosystems) bedeckt, der mit einem MicroAmp Adhesive Film
Applicator (Applied Biosystems) versiegelt wurde. AnschlieBend wurde die
Platte erneut fir 1 min bei Raumtemperatur und 1000 g zentrifugiert (Zentrifuge
5430, Eppendorf). Die Platte wurde in das StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystems) gestellt, und der Lauf wurde mit Hilfe der
StepOnePlus Software Version 2.1 (Applied Biosystems) gestartet.

3.7. Statistische Analyse

Die Daten wurden mit der Software SPSS Statistics 19 (IBM) analysiert. Der
Zusammenhang zwischen der Expression der einzelnen Gene und den
Durchmessern der Aorta ascendens (AV-, Sinus-, ST- tubulére Aorta
ascendens, maximaler Aortendurchmesser) wurde mit der Pearson-Produkt-

Moment-Korrelation bestimmt [9].



51

Der Vergleich der Genexpression zwischen Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen unabhangig von der Dilatation der Aorta ascendens
erfolgte mit dem Student’s t-Test bzw. dem Welsh-Test im Falle inhomogener
Varianzen [9]. Diese beiden Tests wurden ebenfalls fur den Vergleich der

beiden Dilatationsmuster (D1 und D2) eingesetzt.

Unterschiede in der Genexpression zwischen den vier Patientengruppen UAV-
D, UAV-N, TAV-D und TAV-N wurden mittels einfaktorieller ANOVA (analysis of
variance, Varianzanalyse) analysiert. Als Post-hoc-Tests wurden der Scheffé-

bzw. der Games-Howell-Test im Falle inhomogener Varianzen verwendet [9].

Um die Effekte der Aortenklappen-Morphologie sowie der Dilatation der Aorta
ascendens auf die Genexpression zu analysieren, wurde eine zweifaktorielle
ANOVA mit den Zwischensubjektfaktoren Aortenklappen-Morphologie und
Aortendilatation berechnet. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant
erachtet [9].
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4. Ergebnisse

4.1. Gene der eNOS- und NOTCH-Signalwege

4.1.1. GATAS

Die Genexpression von GATAS5 korrelierte negativ mit den Durchmessern der
Aorta ascendens, d.h. Patienten mit kleineren Aortendurchmessern hatten eine
hohere GATAS5-Expression. Unabhangig von der Klappenmorphologie lagen
signifikante Korrelationen zwischen GATAS-Expression und aortoventrikularem
(r= -0,36; p <0,05), Sinus- (r = -0,45; p < 0,05), sinotubularem (r = -0,56; p <
0,01), tubularem (r = -0,46; p < 0,05) sowie dem maximalen Aortendurchmesser
vor (r =-0,44; p < 0,05) (Abbildung 10).

GATAS5-Expression (RQ)

Sinus-Durchmesser (mm)

Abbildung 10: Korrelation der GATAS5-Expression mit dem Sinus-Durchmesser,
=-0,45, p < 0,05, RQ = relative Quantitat der g°PCR
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Patienten mit unicuspiden Aortenklappen zeigten unabhangig vom Vorliegen
einer Dilatation der Aorta ascendens eine signifikant hohere GATAS-Expression
in der Aortenwand (M = 2,14; SE = 0,40) als Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen (M = 1,12; SE = 0,14; p < 0,05) (Abbildung 11).

mittlere RQ
3

unicuspid tricuspid

Abbildung 11: GATAS5-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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Die einfaktorielle ANOVA ergab signifikante Unterschiede in der GATAS-
Expression zwischen den vier Patientengruppen (UAV-D, UAV-N, TAV-D, TAV-
N) (p < 0,05). Bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen war die GATAS-
Expression bei Vorliegen einer dilatierten Aorta (UAV-D: M = 1,78; SE = 0,43)
im Vergleich zu Patienten mit normal weiter Aorta (UAV-N: M = 2,75; SE = 0,77)
niedriger. Im Gegensatz dazu zeigten Patienten mit tricuspiden Aortenklappen
eine hohere GATA5-Expression wenn ihre Aorta dilatiert war (TAV-D: M = 1,38;
SE = 0,45 vs. TAV-N: M = 1; SE = 0) (Abbildung 12). In den post-hoc
Vergleichen konnten allerdings — vermutlich auf Grund der geringen Fallzahl —
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Einzelgruppen festgestellt

werden.
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Abbildung 12: GATA5-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D =
unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D =
tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N =
unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N =
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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Die zweifaktorielle ANOVA mit den Zwischensubjektfaktoren Aortenklappen-
Morphologie und Aortendilatation zeigte, dass die Aortenklappen-Morphologie
einen starkeren Einfluss auf die GATA5-Expression hat (n2 =0,16; p <0,01) als
die Aortendilatation (n? = 0,01; p = 0,43).

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der GATA5S-Expression zwischen
Patienten mit unterschiedlichen Dilatationsmustern der Aorta ascendens (D1: M
=1,56; SE = 0,37; D2: M =1,71; SE = 0,61; p = 0,85).
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4.1.2. eNOS

Die Genexpression von eNOS korrelierte ebenfalls negativ mit den
Durchmessern der Aorta ascendens. Signifikante Korrelationen lagen zwischen
der eNOS-Expression und dem Sinus-Durchmesser (r = -0,40; p < 0,05)
(Abbildung 13) sowie dem sinotubularen Durchmesser (r = -0,39; p < 0,05) vor.
Aortoventrikularer Durchmesser (r = -0,08;, p = 0,66), tubularer
Aortendurchmesser (r = -0,19; p = 0,32) und maximaler Aortendurchmesser (r =
-0,27; p = 0,15) korrelierten nicht signifikant und nur sehr schwach mit der

Expression von eNOS.

eNOS-Expression (RQ)

Sinus-Durchmesser (mm)

Abbildung 13: Negative Korrelation der eNOS-Expression mit dem Sinus-
Durchmesser, r = - 0,40, RQ = relative Quantitat der gPCR
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Ahnlich wie die Expression von GATA5 war auch die eNOS-Expression
unabhangig vom Vorliegen einer Aortendilatation in der Aortenwand bei
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen signifikant hoher als bei Patienten mit
tricuspiden Aortenklappen (M = 3,40; SE = 0,88 vs. M = 1,00; SE = 0,13; p <
0,05) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: eNOS-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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Die vier Patientengruppen (UAV-D, UAV-N, TAV-D, TAV-N) unterschieden sich
in der einfaktoriellen ANOVA signifikant in ihrer eNOS-Expression (p < 0,01).
Die eNOS-Expression war bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen mit
dilatierten Aorten (UAV-D: M = 2,94; SE = 1,02) im Vergleich zu Patienten mit
undilatierten Aorten (UAV-N: M = 4,19; SE = 1,69) erniedrigt. Zwischen den
Patientengruppen mit tricuspiden Aortenklappen gab es keinen Unterschied in
der eNOS-Expression (TAV-D: M = 1,01; SE = 0,4; TAV-N: M = 1; SE = 0)
(Abbildung 15). In den Post-hoc-Vergleichen konnten allerdings, vermutlich auf
Grund der geringen Patientenzahl, keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 15: eNOS-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D =
unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D =
tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N =
unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N =
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)
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In der zweifaktoriellen ANOVA mit den Zwischensubjektfaktoren Aortenklappen-
Morphologie und Aortendilatation hatte die Aortenklappen-Morphologie einen
starkeren Einfluss auf die eNOS-Expression (r]2 = 0,21; p < 0,01) als die
Aortendilatation (n? = 0,02; p = 0,39).

Unabhangig von der Morphologie der Aortenklappe lag eine positive Korrelation
zwischen den Genexpressionen von GATAS5 und eNOS vor (r = 0,61 p < 0,001)
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Korrelation zwischen der Genexpression von eNOS und GATAS,
r=20,61, p <0,001, RQ = relative Quantitat der gPCR

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Expression von eNOS
zwischen Patienten mit Dilatation in der tubularen Aorta ascendens (D1: M =
2,36; SE = 0,76) im Vergleich zu Patienten mit Dilatation im Sinus Valsalva (D2:
M =1,04; SE =0,57) (p = 0,34).



60

4.1.3. NOTCH1

Die Genexpression von NOTCH1 korrelierte bei Patienten mit tricuspider
Aortenklappe und Aortendilatation positiv mit dem Durchmesser der Aorta
ascendens. Signifikante Korrelationen lagen zwischen der NOTCH1-Expression
und dem Durchmesser auf Hohe der tubularen Aorta ascendens (r = 0,61; p <
0,05) sowie dem maximalen Aortendurchmesser vor (r = 0,71; p < 0,05)
(Abbildung 17). Der Sinus- (r = 0,4; p = 0,23) sowie der sinotubulare
Durchmesser der Aorta (r = 0,54; p = 0,09) korrelierten ebenfalls, allerdings

nicht signifikant, mit der Expression von NOTCH1.

NOTCH1-Expression (RQ)
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Maximaler Aortendurchmesser (mm)

Abbildung 17: Positive Korrelation der NOTCH1-Expression bei Patienten mit
tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation mit dem maximalen
Aortendurchmesser, r = -0,71, p < 0,05, RQ = relative Quantitat der gPCR
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Unabhangig von der Aortendilatation gab es zwischen Patienten mit
unicuspiden (M = 1,07; SE = 0,14) und tricuspiden Aortenklappen (M = 0,94; SE
= 0,05) keine signifikanten Unterschiede in der NOTCH1-Expression (p = 0,37)
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: NOTCH1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA lagen keine signifikanten Unterschiede in der
NOTCH1-Expression zwischen den vier Patientengruppen vor (UAV-D: M =
1,08; SE = 0,21; TAV-D: M = 0,81; SE = 0,13; UAV-N: M = 1,06; SE = 0,13;
TAV-N: M = 1; SE = 0; p = 0,46) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: NOTCH1-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D =
unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D =
tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N =
unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N =
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

Die zweifaktoriellen ANOVA ergab geringe Effekte der Faktoren Aortenklappen-
Morphologie (n> = 0,01, p = 0,53) und Dilatation (n> = 0,03, p = 0,22) auf die
NOTCH1-Expression.
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Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der NOTCH1-Expression
zwischen Patienten, deren tubulare Aortendurchmesser grolier waren als ihre
Sinus-Durchmesser (D1: M = 1,04; SE = 0,17) im Vergleich zu Patienten mit
Dilatation vorwiegend im Sinus Valsalva (D2: M = 0,70; SE = 0,09) (p = 0,25).

4.1.4. NOTCH3

Die NOTCH3-Genexpression zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
Patienten mit unicuspiden (M = 1,13; SE = 0,18) und tricuspiden Aortenklappen
(M =1,21; SE = 0,12) unabhangig von der Dilatation der Aorta ascendens (p =
0,73) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: NOTCH3-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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Die einfaktorielle ANOVA ergab, vermutlich auf Grund der geringen Fallzahl,
keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Gruppen (UAV-D: M = 1,27,
SE =0,27; TAV-D: M = 1,6; SE = 0,31; UAV-N: M = 0,90; SE = 0,15; TAV-N: M
=1; SE =0; p = 0,09) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: NOTCH3-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D =
unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D =
tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N =
unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N =
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

In der zweifaktoriellen ANOVA konnte ein mittelstarker Effekt des Faktors
Aortendilatation auf die NOTCH3-Expression festgestellt werden (r]2 =0,11;p <
0,05). Der Faktor Aortenklappen-Morphologie hatte nur einen kleinen Effekt auf
die NOTCH3-Expression (n? = 0,02; p = 0,30).
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Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der NOTCH3-Expression
zwischen Patienten mit unterschiedlichen Dilatationsmustern der Aorta
ascendens (D1: M = 1,46; SE = 0,26; D2: M =1,33; SE = 0,31; p = 0,78).

4.2. Gene des TGF-B-Signalweges

4.2.1. FBN1

Unabhangig vom Vorliegen einer Aortendilatation lagen keine signifikanten
Unterschiede in der FBN1-Expression zwischen Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen (M = 1,21; SE = 0,15) und Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen (M = 1,06; SE = 0,06) (p = 0,36) vor (Abbildung 22).

mittlere RQ
2

unicuspid tricuspid

Abbildung 22: FBN1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA (Abbildung 23) ergaben sich keine signifikanten
unterschiede in der FBN1-Expression zwischen den vier Patientengruppen
(UAV-D: M = 1,15; SE = 0,14; TAV-D: M = 1,18; SE = 0,18; UAV-N: M = 1,32;
SE =0,35; TAV-N: M =1; SE =0; p=0,43).
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Abbildung 23: FBN1-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D

unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D

tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N

unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N

tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (mittlere RQ
relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Die zweifaktorielle ANOVA ergab einen kleinen Effekt des Faktors Morphologie
auf die FBN1-Expression (n2 = 0,02; p = 0,33). Der Faktor Dilatation hatte
keinen Einfluss auf die Expression von FBN1 (n? = 0; p = 0,95).
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Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit
Dilatation in der tubularen Aorta ascendens im Vergleich zu Patienten mit
Dilatation im Sinus (D1: M = 1,08; SE = 0,01; D2: M = 1,42; SE = 0,30; p =
0,17).

4.2.2. TGFBR1

Die Genexpression von TGFBR1 in der Aortenwand war unabhangig vom
Vorliegen einer Aortendilatation bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen
signifikant héher (M = 1,89; SE = 0,10) als bei Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen (M = 0,93; SE = 0,04) (p < 0,05) (Abbildung 24).
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Abbildung 24: TGFBR1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA lagen signifikante Unterschiede in der TGFBR1-
Genexpression zwischen den vier Patienten-Gruppen (UAV-D, UAV-N, TAV-D,
TAV-N) vor (p < 0,01). Sowohl bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen als
auch bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen gab es einen Trend zu
geringerer TGFBR1-Expression bei Vorliegen einer Aortendilatation (UAV-D: M
= 1,04; SE = 0,13; TAV-D: M = 0,78; SE = 0,12; UAV-N: M = 1,44; SE = 0,12;
TAV-N: M = 1; SE = 0). Die Post-hoc Tests ergaben eine signifikant hohere
Genexpression in der Gruppe UAV-N im Vergleich zu den Gruppen TAV-N (p <
0,05) sowie TAV-D (p < 0,01) (Abbildung 25).
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Abbildung 25: TGFBR1-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D =
unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D =
tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N =
unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N =
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)
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Die zweifaktorielle = ANOVA zeigte starke Effekte der Faktoren
Klappenmorphologie und Aortendilatation auf die TGFBR-1-Expression, wobei
der Einfluss der Klappenmorphologie geringflgig starker war (r]2 =0,24; p <
0,01) als derjenige der Dilatation (n? = 0,20; p < 0,01).

Unter den Patienten mit dilatierter Aorta ascendens hatten Patienten, deren
tubulare Aortendurchmesser groRer waren als ihre Sinus-Durchmesser (D1: M
= 1,02; SE = 0,11), eine signifikant hdhere TGFBR1-Expression als Patienten
mit Dilatation vorwiegend im Bereich des Sinus Valsalva (D2: M = 0,63; SE =
0,10) (p < 0,05).
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4.2.3. TGFBR2

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Expression von TGFBR2
zwischen Patienten mit unicuspiden Aortenklappen (M = 1,12; SE = 0,14) und
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen (M = 0,90; SE = 0,04) (p = 0,18)
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: TGFBR2-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (mittlere RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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Auch in der einfaktoriellen ANOVA lagen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den vier Patienten-Gruppen vor (UAV-D: M = 1,10; SE = 0,20; TAV-D:
M =0,71; SE = 0,11; UAV-N: M = 1,12; SE = 0,20; TAV-N: M =1; SE=0; p =
0,11) (Abbildung 27).

mittlere RQ
2
1 1 1 .
[
0
UAV-D TAV-D UAV-N TAV-N

Abbildung 27: TGFBR2-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D

unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D

tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N

unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

Die zweifaktorielle ANOVA ergab einen mittelstarken Effekt des Faktors
Aortenklappen-Morphologie auf die TGFBR2-Expression (r]2 = 0,08; p < 0,05).
Der Faktor Dilatation hatte nur einen kleinen Effekt auf die TGFBR2-Expression
(n?=0,03; p = 0,23).
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Es gab keine signifikanten Unterschiede in der TGFBR2-Expression zwischen
Patienten mit unterschiedlichen Dilatationsmustern der Aorta ascendens (D1: M
=0,88; SE =0,08; D2: M = 1,02; SE = 0,42; p = 0,74).

4.3. Gene in Zusammenhang mit familiaren oder sporadischen

Aortenaneurysmen

4.3.1. ACTA2

Patienten mit unicuspiden Aortenklappen wiesen unabhangig von der Dilatation
der Aorta ascendens eine signifikant hohere ACTA2-Genexpression in ihrer
Aortenwand auf (M = 1,57; SE = 0,32) als Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen (M = 0,94; SE = 0,05) (p < 0,05) (Abbildung 28).
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Abbildung 28: ACTAZ2-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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Die vier Patientengruppen (UAV-D, UAV-N, TAV-D, TAV-N) unterschieden sich
signifikant in ihrer ACTA2-Expression in der einfaktoriellen ANOVA (p < 0,05).
Die Post-hoc Vergleiche ergaben allerdings keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Einzelgruppen. Bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen gab
es einen Trend zu hoherer ACTAZ2-Expression bei Vorliegen einer
Aortendilatation (UAV-D: M = 1,89; SE = 0,46; UAV-N: M = 1; SE = 0,33). Bei
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen gab es keine Unterschiede in der
ACTA2-Expression zwischen den Einzelgruppen (TAV-D: M = 0,82; SE = 0,13;
TAV-N: M = 1; SE = 0) (Abbildung 29).

mittlere RQ
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Abbildung 29: ACTA2-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D =
unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D =
tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N =
unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N =
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)
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In der zweifaktoriellen ANOVA lag ein mittelstarker Effekt des Faktors
Aortenklappen-Morphologie auf die ACTA2-Expression vor (r]2 = 0,09; p <
0,05); der Faktor Aortendilatation hatte einen kleinen Effekt auf die
Genexpression von ACTA2 (n? = 0,04; p = 0,17);

Es lagen keine signifikanten Unterschiede in der ACTA2-Expression zwischen
Patienten mit Dilatation der tubularen Aorta (D1: M = 1,57; SE = 0,34) im
Vergleich zu Patienten mit Dilatation der Aortenwurzel vor (D2: M = 0,84; SE =
0,22) (p = 0,24).
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4.3.2. COL3A1

Es lagen keine signifikanten Unterschiede in der COL3A1-Genexpression
zwischen Patienten mit unicuspiden Aortenklappen (M = 1,39; SE = 0,16) und
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen (M = 1,17, SE = 0,09) (p = 0,20) vor
(Abbildung 30).

mittlere RQ
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Abbildung 30: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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Die einfaktorielle ANOVA ergab signifikante Unterschiede in der COL3A1-
Expression zwischen den vier Patienten-Gruppen (UAV-D: M = 1,31; SE = 0,20;
TAV-D: M = 1,51; SE = 0,24; UAV-N: M = 1,53; SE = 0,25; TAV-N: M = 1; SE =
0) (p < 0,05). Die Post-hoc Tests ergaben allerdings keine signifikanten
Unterschiede zwischen den vier Einzelgruppen. Unter den Patienten ohne
Aortendilatation bestand ein Trend zu hoherer COL3A1-Expression bei
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit
tricuspiden Aortenklappen. Bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und
dilatierter Aorta gab es einen Trend zu hoherer COL3A1-Expression im

Vergleich zu Patienten mit normal weiter Aorta (Abbildung 31).

mittlere RQ
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Abbildung 31: COL3A1-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D =
unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D =
tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N =
unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N =
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)
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Die zweifaktorielle ANOVA ergab geringe Effekte der Faktoren Aortenklappen-
Morphologie (n? = 0,02; p = 0,32) und Aortendilatation (n? = 0,02; p = 0,38) auf
die Expression von COL3A1.

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Expression von COL3A1
zwischen Patienten deren Sinus-Durchmesser gro3er waren als ihre tubularen
Aortendurchmesser (D2: M = 1,61; SE = 0,34) im Vergleich zu Patienten mit
Dilatation im Bereich der tubularen Aorta ascendens (D1: M = 1,34; SE = 0,17)
(p =0,45).
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4.3.3. MMP19

Unabhangig von der Dilatation der Aorta ascendens war die Expression von
MMP19 bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen (M = 1,01; SE = 0,08) und
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen (M = 1,04; SE = 0,03) ahnlich (p =
0,72) (Abbildung 32)

mittlere RQ
2
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Abbildung 32: MMP19-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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Auch die vier Patientengruppen unterschieden sich in der einfaktoriellen
ANOVA nicht signifikant in ihrer MMP19-Expression (UAV-D: M = 0,97; SE =
0,10; UAV-N: M = 1,07; SE = 0,15; TAV-D: M = 1,12; SE = 0,10; TAV-N: M = 1;
SE =0; p = 0,51) (Abbildung 33).

mittlere RQ
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Abbildung 33: MMP19-Genexpression in den Patienten-Gruppen UAV-D

unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, TAV-D

tricuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens, UAV-N

unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens, TAV-N
tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

In der zweifaktoriellen ANOVA hatte der Faktor Aortenklappen-Morphologie
lediglich einen kleinen Effekt auf die Expression von MMP19 (r|2 =0,01;p =
0,63). Der Faktor Aortendilatation hatte keinen Effekt auf die MMP19-
Expression (n? = 0; p = 0,88).
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Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der MMP19-Expression
zwischen Patienten mit unterschiedlichen Dilatationsmustern der Aorta
ascendens (D1: M =1,00; SE = 0,09 vs. D2: M = 1,16; SE = 0,10; p = 0,33).
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5. Diskussion

5.1. Hintergrund

Angeborene Anomalien der Aortenklappe wie die bicuspide und unicuspide
Aortenklappe sind nicht nur wegen der frihzeitig auftretenden Klappenvitien
von hoher klinischer Relevanz, sondern auch weil sie in jungem Alter zur
Entwicklung von Aneurysmen der Aorta ascendens pradisponieren. Klarheit
Uber die molekularen Vorgange, die dazu fuhren, dass die Aorta ascendens
dieser Patienten in etwa 60 % der Falle dilatiert [4,11,13], ist von grolRem
klinischen Interesse. Wurde eine dafur ursachliche abweichende
Proteinexpression in der Aortenwand bei Patienten mit
Aortenklappenanomalien identifiziert, so konnte sie Ansatzpunkte fur praventive
Medikationen liefern, um den Progress der Aortendilatation aufzuhalten und

damit das Risiko einer Aortendissektion zu senken.

Ein solcher Zusammenhang konnte beim Marfan-Syndrom fur den Angiotensin
[I-Rezeptor-Typ 1-Antagonisten (AT1-Antagonisten) Losartan gezeigt werden.
Aus einem Mausmodell des Marfan-Syndroms ist bekannt, dass Mause, die
heterozygot fur eine FBN1-Mutation sind, unter einer Therapie mit Losartan
signifikant niedrigere Erweiterungsraten ihrer Aorta zeigen als solche, die mit
Placebo behandelt wurden [48]. Die kurzlich publizierte randomisierte
kontrollierte COMPARE (Cozaar in Marfan Patients Reduces Aortic
Enlargement) Studie verglich das Fortschreiten der Aortendilatation bei 233
Patienten mit Marfan-Syndrom, die entweder Losartan oder keine
medikamentdse Therapie erhielten [46]. Die Erweiterungsrate der Aortenwurzel
war nach drei Jahren in der Losartan-Gruppe signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe ohne Medikation. Weiterhin zeigten Patienten, die bereits einen
Aortenwurzelersatz erhalten hatten und mit Losartan therapiert wurden, eine
signifikant geringere Zunahme des Aortenbogen-Durchmessers als Patienten

der Kontrollgruppe [46].
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Die molekulare Basis, auf der Losartan das Wachstum der Aorta ascendens bei
Patienten mit Marfan-Syndrom reduziert, ist bislang nicht ausreichend geklart,
wobei ein Zusammenhang zum TGF-B-Signalweg angenommen wird. Cohn et
al. konnten zeigen, dass Losartan als AT1-Rezeptor-Antagonist die Aktivitat von
Thrombospondin-1 reduziert, welches durch Angiotensin Il hochreguliert wird
[19]. Thrombospondin-1 wiederum ist ein potenter Aktivator von TGF-3 [132],
dem eine Schlusselrolle in der Pathogenese von syndromalen thorakalen

Aortenaneurysmen zuzukommen scheint [76,87].

Uber den Einfluss des TGF-B-Signalweges auf die Pathogenese von
Aortenaneurysmen in Assoziation mit angeborenen Aortenklappenanomalien ist
bisher nur wenig bekannt. Bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen gibt es
eindeutige Hinweise auf einen genetisch determinierten Hintergrund der
Aortendilatation; diese stammen allerdings grof3tenteils aus Studien, welche die
Expression einzelner Proteine der extrazellularen Matrix in der Aortenwand
untersucht haben [34,71]. Es ist bislang nicht gelungen, aus den
Einzelbeobachtungen an Aorten von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen
ein schlussiges pathogenetisches Konzept zu erstellen. Neben dem TGF-[3-
Signalweg scheinen vor allem die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
(eNOS) sowie der NOTCH-Signalweg von Bedeutung zu sein. Im Folgenden
soll kurz auf die bereits in der Literatur beschriebenen Interaktionen zwischen
diesen Signalwegen eingegangen werden. Abbildung 34 stellt einen eigenen

Versuch dar, diese schematisch zu skizzieren.
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Abbildung 34: Entwurf eines Schemas fur Interaktionen zwischen Signalwegen,
die in der Pathogenese der Aortenaneurysmen bei Patienten mit
Aortenklappenanomalien eine Rolle spielen mogen. Griine Pfeile symbolisieren
fordernde Einflisse, rote Pfeile symbolisieren hemmende Einflisse. ACTA2 =
smooth muscle aortic alpha-actin, COL3A1 = Kollagen Typ 3, Alpha-1, eNOS =
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, FBN1 = Fibrillin-1, HEY2 =
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 2, MAP-Kinase = Mitogen-
aktivierte Proteinkinase, MMPs = Matrixmetalloproteinasen, TGF = transforming
growth factor beta, TGFBR1 = transforming growth factor beta Rezeptor 1,
TGRBR2 = transforming growth factor beta Rezeptor 2, TGIF2 = transforming

growth factor-beta-induced factor 2
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Die bei mutiertem FBN1 vorliegenden Fibrillin-1-Bruchstucke fuhren dazu, dass
TGF-B vermehrt in seiner freien Form vorliegt [15]. Die Bindung von TGF-$ an
seine Rezeptoren (TGFBR1 und TGFBR2) fuhrt zur Bildung von Rezeptor-
Liganden-Komplexen. TGFBR1 leitet das extrazellulare Signal an die
intrazellularen Effektor-Proteine der SMAD-Familie weiter. Die R-SMADs
(receptor regulated SMADs, SMAD2, SMAD3) dimerisieren nach
Phosphorylierung durch TGFBR1 und binden an das Co-SMAD (common
SMAD, Smad4). Das so entstandene Heterotrimer aktiviert im Zellkern die
Transkription der TGF-B-Zielgene [62,124]. Zu den Genen, deren Transkription
durch die SMAD-Proteine gefordert wird, zahlen unter anderem eNOS [109],
MMPs [99], COL3A1 [120], Jagged-1 [64] und ACTAZ2 [99].

Neben diesem sogenannten kanonischen Signalweg aktiviert TGF- weitere
intrazellulare  Signalkaskaden, darunter auch die Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Kaskade (MAP-Kinase-Kaskade) [124], die durch die Induktion
des NOTCH-Liganden Jagged-1 [129,130] den NOTCH-Signalweg aktiviert. Der
NOTCH-Signalweg fuhrt zu vermehrter Transkription von ACTA2 sowie des
transkriptionellen Repressors HEY2 (hairy/enhancer-of-split related with YRPW
motif 2) [118], der wiederum die Transkription von ACTA2 hemmt [118]. Studien
an Zellkulturen haben gezeigt, dass HEY2 mit den Proteinen der GATA-Familie

interagieren und damit auch deren transkriptionelle Aktivitat hemmen kann [57].

An Tiermodellen wurde gezeigt, dass GATAS die Transkription von eNOS
aktiviert [66] und den transkriptionellen Repressor TGIF2 (transforming growth
factor-beta-induced factor 2) induziert, der den TGF-B-Signalweg durch

Interaktion mit den SMAD-Proteinen antagonisiert [81].

Noch nicht vollstandig geklart ist, inwieweit diese komplexen molekularen
Zusammenhange zwischen den beschriebenen Proteinen auch in der
menschlichen Aortenwand vorliegen. Ebenfalls unklar ist, welchen Einfluss
Aktivitatsanderungen  der  einzelnen  Faktoren bei Patienten  mit

Aortenklappenanomalien auf die Entstehung von Aneurysmen ausuben.
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Bisher gab es keine Studien, welche die Gen- oder Proteinexpression in der
Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen untersucht haben,
wovon ausgehend eine pathogenetische Differenzierung zur wesentlich
haufigeren bicuspiden Morphologie moglich ware. Aus epidemiologischen
Studien ist bekannt, dass Patienten mit unicuspiden Aortenklappen eine
Aortendissektion etwa eine Dekade fruher erleiden als Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen und dass das Risiko, diese Komplikation zu entwickeln, bei
Vorliegen einer unicuspiden Aortenklappe im Vergleich zur bicuspiden
Aortenklappe etwa doppelt so hoch ist [68]. Es liegt daher nahe, dass diese
seltene Morphologie der Aortenklappe als eigene Entitat betrachtet werden

sollte.

In der hier vorgelegten Studie wurde zum einen die Expression von Genen der
eNOS- und NOTCH-Signalwege in der Aortenwand von Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen untersucht, fur die klare Hinweise vorliegen, dass
sie in der Pathogenese der bicuspiden Aortenklappe eine Rolle spielen. Zum
anderen wurde die Expression von Genen des TGFp-Signalweges (FBN1,
TGFBR1 und 2) analysiert, sowie von Genen die in Zusammenhang mit
familidaren (ACTA2, COL3A1) oder sporadischen thorakalen Aortenaneurysmen
(MMP19) stehen.
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5.2. Gene der eNOS und NOTCH-Signalwege

5.2.1. GATAS5 und eNOS

Die Erkenntnis, dass eNOS an der Pathogenese der bicuspiden Aortenklappe
beteiligt ist, stammt aus Beobachtungen an Knockout-Mausen. Ein eNOS-
Knockout in Mausen erhohte die Rate an bicuspiden Aortenklappen [70]. In
ApoE-Knockout-Mausen, die eine atherogene Ernahrung erhielten, fuhrte ein
zusatzliches Knockout von eNOS zu abdominellen Aortenaneurysmen und
Dissektionen [63]. Auch bei Menschen mit bicuspiden Aortenklappen konnte ein
Zusammenhang zwischen dem eNOS-Proteingehalt in der Aortenwand und der
Dilatation der Aorta ascendens nachgewiesen werden [3]. Diese Daten lassen
eine gemeinsame genetische Basis von congenitalen Aortenklappenanomalien

und vaskularer Aortenerkrankung vermuten.

Da eNOS einen Einfluss auf die Pathogenese der bicuspiden Aortenklappe
einzunehmen scheint, liegt es nahe, dass Studien an weiteren Proteinen des
eNOS-Signalweges Aufschluss uber die Ursache der Aortendilatation bei
Anomalien der Aortenklappe geben konnten. Laforest et al. zeigten in einem
Mausmodell, dass GATA5 die eNOS-Aktivitat durch Bindung an den eNOS-
Promotor hochreguliert. Die GATA-Familie stellt eine Gruppe evolutionar hoch-
konservierter Transkriptionsfaktoren dar, von denen GATAS die Entwicklung der
Endokardkissen und des kardialen Ausflusstraktes reguliert [66]. Ein GATAS-
Knockout reduzierte die eNOS-Expression im linken Ventrikel und Ausflusstrakt
von Mause-Embryonen und fuhrte bei diesen Tieren zu einer erhohten Rate an
bicuspiden Aortenklappen [66]. Diese Daten machen GATA5 zu einem
interessanten  Protein  fur  molekularbiologische  Studien, die den
Zusammenhang von Aortendilatation und Aortenklappenanomalien bei
Menschen untersuchen. Erste Hinweise auf eine mogliche Bedeutung von
GATAS in der Pathogenese von bicuspiden Aortenklappen bei Menschen gibt
eine Studie von Padang et al., die vier nicht-synonyme seltene genetische
Varianten in der transkriptionellen Aktivationsdomane von GATAS bei Patienten

mit bicuspiden Aortenklappen beschreibt [95]. In der hier vorgelegten Studie
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wurde die Genexpression von GATAS und eNOS in der Aorta ascendens von
Patienten mit unicuspiden und tricuspiden Aortenklappen mit oder ohne

begleitende Aortendilatation untersucht.

Patienten mit unicuspiden Aortenklappen zeigten unabhangig vom Vorliegen
einer Aortendilatation eine signifikant hohere GATAS5- und eNOS- Expression in
ihrer Aortenwand als Patienten mit tricuspiden Aortenklappen. Auf3erdem lag
eine positive Korrelation zwischen der Genexpression von GATAS und eNOS
vor. Diese Ergebnisse legen nahe, dass GATAS5 auch bei Menschen als
Aktivator der eNOS-Transkription fungiert. Es ist wahrscheinlich, dass die
erhohte eNOS-Expression in der Aortenwand bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen damit Folge einer erhdhten GATAS-Expression ist. Eine erhohte
GATAS- und eNOS-AKktivitat in der Aortenwand dieser Patienten mag demnach
eine Rolle in der Pathogenese der fruhzeitigen Entwicklung von

Aortenaneurysmen bei Vorliegen einer unicuspiden Aortenklappe spielen.

Wie es zu einer erhdohten Expression von GATA5 in der Aortenwand bei
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen kommt, ist bislang vollkommen unklar.
Das Vorliegen von konstitutionellen GATA5-Mutationen wurde in einer kleinen
Kohorte von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen ausgeschlossen [37] und
ist bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen noch nicht untersucht worden.
Auch weitere Mitglieder der GATA-Familie konnten in der Pathogenese der
unicuspiden Aortenklappe eine Rolle spielen. Fur GATA4 und GATAG6 konnte
im Mausmodell gezeigt werden, dass sie mit GATAS in der Entwicklung des
kardialen Ausflusstraktes interagieren [67]. Dass GATA4 und GATAG6 auch fur
die Embryogenese des Ausflusstraktes bei Menschen essentiell sind, belegen
Studien, die Mutationen in beiden Genen bei Patienten mit angeborenen
Herzfehlern wie der Fallot'schen Tetralogie oder einem Truncus arteriosus
nachgewiesen haben [61,123,127]. Fur GATA4 und GATAG liegen noch keine
Studien an Patienten mit angeborenen Aortenklappenanomalien vor. Die
Resultate der bisherigen Forschung machen im Einklang mit den hier
vorgelegten Daten zu GATADS allerdings wahrscheinlich, dass eine dysregulierte

Aktivitat der GATA-Transkriptionsfaktoren entscheidend an der Pathogenese
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von Aortenklappenanomalien und der mit ihnen assoziierten Aortendilatation

beteiligt ist.

Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass bei Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen im Vergleich zu den hier beschriebenen Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen einen Trend zu niedrigerer GATAS- und eNOS-
Genexpression in der Aortenwand besteht [52]. Vermutlich auf Grund der
geringen Patientenzahlen dieser Studie wurden die Unterschiede nicht
statistisch signifikant; dennoch geben sie einen Hinweis darauf, dass es
Unterschiede in der Pathogenese der Aortenaneurysmen zwischen den beiden

Patientengruppen geben mag.

Die Genexpression von eNOS ist in der Aortenwand von Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen signifikant hoher als bei Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen [52]. Aicher et al. hingegen beschrieben eine im Vergleich zu
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen niedrigere eNOS-Protein-Expression in
der Aortenwand von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen [3]. Die Ursache
fur diese Unterschiede zwischen eNOS-Gen- und Protein-Expression bei
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen sind bisher noch nicht ausreichend
erforscht. Die Expression von eNOS wird neben GATA5 auch durch eine
Vielzahl weiterer Proteine wie z.B. TGF-3, sowie durch posttranskriptionelle
Regulationen gesteuert [113]. Ferner ist seit langerem bekannt, dass
physikalische Stimuli wie erhohte Scherkrafte die eNOS-Expression ebenfalls
beeinflussen [102]. Die erhdohten Scherkrafte an der Konvexitat der Aorta
ascendens bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen mogen die Ursache
eines lokal unterschiedlichen eNOS-Proteingehaltes in der Aortenwand dieser
Patienten sein [7,84]. Es bleibt zum gegenwartigen Zeitpunkt unklar, welchen
Einfluss ein  Zusammenwirken von physikalischen Faktoren und
Aktivitatsanderungen von Transkriptionsfaktoren wie GATAS auf den eNOS-
Proteingehalt in der Aortenwand von Patienten mit Aortenklappenanomalien hat
und ob es damit Ursache fur abweichende Ergebnisse der vorliegenden

Protein- und mRNA-Studien sein konnte.
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Von unserer Arbeitsgruppe wurde eine negative Korrelation zwischen der
Expression von GATA5 sowie eNOS und den Durchmessern der Aorta
ascendens unabhangig von der vorliegenden Morphologie der Aortenklappe
(UAV, BAV, TAV) beschrieben [52]. Die GATA5- und eNOS-Expression war bei
Patienten mit unicuspiden und bicuspiden Aortenklappen mit dilatierter Aorta im
Vergleich zu Patienten ohne Aortendilatation niedriger. Hingegen war die
GATAS-Expression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen hoher, wenn
die Aorta dilatiert war. In der eNOS-Expression gab es keinen Unterschied
zwischen Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und dilatierten oder
undilatierten Aorten [52]. Aicher et al. beschrieben eine negative Korrelation der
eNOS-Protein-Expression zu den Durchmessern der Aorta ascendens bei
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen, wohingegen bei Patienten mit
tricuspiden Aortenklappen keine Korrelation vorlag. Die Daten der beiden
Studien legen folglich nahe, dass bei Patienten mit unicuspiden und bicuspiden
Aortenklappen grofere Aortendurchmesser mit einem geringeren GATAS- und
eNOS-Gehalt in der Aortenwand assoziiert sind. Eine niedrigere GATAS- und
eNOS-Aktivitat in den dilatierten Aorten dieser Patientengruppen mogen in

Zusammenhang mit deren fruhzeitiger Aneurysma-Entwicklung stehen.

5.2.2. NOTCH1 und NOTCH3

Welche Rolle die Familie der NOTCH-Transmembran-Rezeptoren in der
Pathogenese von sporadischen congenitalen Aortenklappenanomalien und

thorakalen Aortenaneurysmen spielt, ist bisher nicht ausreichend geklart.

Ein autosomal-dominant vererbtes Vorkommen von bicuspiden Aortenklappen
konnte bisher nur in zwei Familien nachgewiesen werden und zwei
verschiedene Mutationen in NOTCH1 bei diesen Patienten identifiziert werden
[42]. Diese beiden Mutationen stellen jedoch vermutlich isolierte Phanomene in
den beschriebenen Familien dar und geben wenig Aufschluss Uber eine
mogliche Beteiligung von NOTCH1 in der Pathogenese der sporadisch

vorkommenden bicuspiden Aortenklappen, die 1 - 2 % der
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Allgemeinbevdlkerung betreffen [10]. Nachdem ein Zusammenhang von
NOTCH1-Mutationen zur bicuspiden Aortenklappe identifiziert worden war,
beschrieben weitere Autoren NOTCH1-Missense-Mutationen in etwa 4 % der
Falle von sporadischen bicuspiden Aortenklappen [80,83]. Bisher bleibt
allerdings unklar, welche Bedeutung diese Mutationen in der Pathogenese der
bicuspiden Aortenklappen haben, und inwiefern NOTCH1-Varianten damit die
Rolle von Suszeptibilitatsfaktoren fur bicuspide Aortenklappen zukommen

konnte.

Dass NOTCH-Rezeptoren auch an der Entstehung von thorakalen
Aortenaneurysmen beteiligt sein konnten, beschrieben Folkersen et al., die eine
erhdohte Expression von NOTCH3 in dilatierten Aorten von Patienten mit
bicuspiden und tricuspiden Aortenklappen nachweisen konnten [38]. Hans et al.
lieferten erstmalig eine Hypothese, die einen kausalen Zusammenhang
zwischen einer erhohten Aktivitat des NOTCH-Signalweges und einem
vermehrten Auftreten von Aortenaneurysmen plausibel macht [50]. Sowohl bei
ApoE-Knockout-Mausen als auch bei Menschen konnten die Autoren mittels
Immunhistochemie eine erhdohte Expression der intrazellularen NOTCH1-
Domane in abdominellen Aortenaneurysmen im Vergleich zu Kontrollen
nachweisen. Mit Angiotensin-ll behandelte ApoE-Knockout-Mause haben eine
erhohte Rate an abdominellen Aortenaneurysmen, die interessanterweise
durch ein gleichzeitiges Vorliegen einer NOTCH1-Haploinsuffizienz reduziert
wurde [50]. Diese Daten lassen darauf schlie3en, dass eine NOTCH1-Defizienz

einen protektiven Effekt auf das Auftreten von Aortenaneurysmen hat.

Die Autoren konnten weiterhin zeigen, dass die Expression von Cytokinen und
proinflammatorischen Mediatoren, sowie die Infiltration der Aorta mit
Makrophagen bei NOTCH1-haploinsuffizienten Mausen vermindert ist, was
vermutlich auf eine reduzierte Makrophagen-Migration und Proliferation
zuruckzufuhren ist [50]. Damit liegt es nahe, dass eine erhohte NOTCH1-
Aktivitat einen fordernden Einfluss auf die Entzindungsprozesse ausubt,
welche die Pathogenese von abdominellen Aortenaneurysmen charakterisieren
[97].
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Es bleibt fraglich, inwiefern NOTCH1 an der Pathogenese von thorakalen
Aortenaneurysmen beteiligt ist, die im Gegensatz zu abdominellen
Aortenaneurysmen weniger mit einer chronischen Entzindung assoziiert sind
[1]. Ebenfalls unklar ist, ob es einen Zusammenhang zwischen den mit
bicuspiden Aortenklappen assoziierten Mutationen in NOTCH1 und thorakalen
Aortenaneurysmen gibt. Ware dies der Fall, so konnte die Hypothese von Hans
et al., nach der NOTCH1 durch Hochregulation von pro-inflammatorischen
Mediatoren die Entstehung von Aortenaneurysmen fordert, nur dann auf
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen Ubertragen werden, wenn es sich bei
den beschriebenen Mutationen um Gain-of-Function-Mutationen handeln
wurde, also solchen, welche die Aktivitat eines Gens erhdhen. Hierzu liegen

allerdings bisher keine experimentellen Daten vor.

Da es bisher keine Daten Uber den Einfluss von NOTCH-Proteinen in der
Pathogenese von Aortenaneurysmen bei unicuspider Aortenklappe gibt, wurde
die Genexpression von NOTCH1 und NOTCH3 in der Aortenwand von
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen in der hier vorgelegten Studie

untersucht.

Zwischen Patienten mit unicuspiden und tricuspiden Aortenklappen lagen keine
signifikanten Unterschiede in der NOTCH1- und NOTCH3-Genexpression in der
Aortenwand vor. Diese Daten geben damit keine Hinweise auf eine veranderte
NOTCH-Expression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen. Damit
erscheinen NOTCH1 und NOTCH3 als Determinanten der fruhzeitigen

thorakalen Aortendilatation dieser Patienten wenig wahrscheinlich.

Vermutlich auf Grund der geringen Patientenzahl der hier vorgelegten Studie
bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede (p = 0,09) in der
NOTCHS3-Expression zwischen den Einzelgruppen (UAV-N, UAV-D, TAV-N,
TAV-D). In der zweifaktoriellen ANOVA hatte der Faktor Aortendilatation
allerdings einen mittelstarken Effekt auf die NOTCH3-Expression. Dies spricht
fur einen Einfluss von NOTCH3 auf die Pathogenese thorakaler

Aortenaneurysmen unabhangig von der vorliegenden Morphologie der
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Aortenklappe und ist damit in Einklang mit den Daten von Folkersen et al. [38].
Auch fur NOTCHS3 konnten pro-inflammatorische Effekte gezeigt werden [27],
sodass es wahrscheinlich ist, dass Entzundungsprozesse, die durch
Hochregulation von NOTCH3 gefordert werden, auch in der Pathogenese von
thorakalen Aortenaneurysmen eine Rolle spielen. Wie es zu einer erhohten
NOTCH3-Expression in der dilatierten Aorta kommt und inwiefern diese
vielleicht einen Sekundareffekt darstellt, der durch allgemeine Risikofaktoren flr
Aneurysmen wie arterieller Hypertonie [72] beeinflusst wird, bleibt bislang

unklar.

Es bestanden keine Unterschiede in der Expression von NOTCH1 in der
Aortenwand zwischen Patienten mit dilatierten und nicht dilatierten Aorten.
Positive Korrelationen zwischen den Durchmessern der Aorta ascendens und
der NOTCH1-Expression lagen lediglich bei Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen und Aortendilatation (TAV-D) vor, allerdings war die NOTCH1-
Expression in dieser Patientengruppe geringer als in der Referenzgruppe (TAV-
N). Ob dieser isolierten Beobachtung eine Bedeutung zukommt, ist unklar.
Anders als fur NOTCHS3 gibt es auf Grund der hier vorgelegten Daten keinen
Anhalt dafur, dass die lokale NOTCH1-Expression in der Aortenwand die
Entwicklung von thorakalen Aortenaneurysmen begunstigt. NOTCH1 scheint
vielmehr neben seiner zentralen Rolle als Regulator der kardialen
Embryogenese in der Entstehung von abdominellen Aortenaneurysmen von

Bedeutung zu sein.
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5.3. Gene des TGF-B-Signalweges

5.3.1. FBN1

Bicuspide Aortenklappen kommen bei Patienten mit Marfan- und Loeys-Dietz-
Syndrom haufiger vor als in der Normalbevdlkerung [75,89,115]. Nistri et al.
konnten bei Patienten mit Marfan-Syndrom in 4,7 % eine bicuspide
Aortenklappe nachweisen [89]. Diese Beobachtung legt nahe, dass es einen
genetisch bedingten Zusammenhang zwischen hereditaren
Bindegewebserkrankungen und angeborenen Aortenklappenanomalien gibt. In
einer kurzlich publizierten Studie wurden FBN1-Mutationen bei zwei von acht
untersuchten Patienten mit bicuspiden Aortenklappen nachgewiesen, bei denen
nach den klinisch-diagnostischen Gent-Kriterien phanotypisch kein Marfan-
Syndrom vorlag [98]. Auch immunhistochemische Daten zeigen, dass der
Proteingehalt von Fibrillin-1 sowohl in der Aortenwand als auch in der
GefaBwand des Truncus pulmonalis von Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen reduziert ist [34]. Diese Daten stellen eine fundamentale
Parallele zwischen angeborenen Aortenklappenanomalien und dem Marfan-
Syndrom her und machen Fibrillin-1 zu einer plausiblen Determinanten der
Aortopathie bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen. Es muss in
zukUnftigen Studien an grof3eren Populationen von Patienten mit bicuspiden
sowie unicuspiden Aortenklappen geklart werden, ob die beschriebenen FBN1-
Mutationen ahnlich wie Mutationen in NOTCH1 lediglich ein seltenes
Phanomen darstellen, oder gar neue Therapierationale fUr den praventiven
Ersatz der Aorta ascendens bei Patienten mit Aortenklappenanomalien liefern

konnten.

Patienten mit unicuspiden Aortenklappen zeigten in der hier vorgelegten Studie
keine signifikanten Unterschiede in der FBN1-Genexpression im Vergleich zu
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen. Aus der in der Real-time PCR auf
MRNA-Ebene ermittelten Genexpression lasst sich allerdings nicht direkt auf

den FBN1-Proteingehalt der Aorta ascendens schliel3en. Immunhistochemische
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Daten von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen legen einen reduzierten
FBN1-Proteingehalt in der Aortenwand nahe [34]. Es ist daher vorstellbar, dass
posttranskriptionelle Regulationen die FBN1-Proteinmenge in der Aortenwand
bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen reduzieren. Sollte der FBN1-
Proteingehalt in der Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen
ebenfalls nicht reduziert sein, so ware dies ein Hinweis dafir, dass es
Unterschiede in der molekularen Pathogenese zwischen unicuspiden und
bicuspiden Aortenklappen gibt. Die Folgerung liegt nahe, dass es sich bei der
unicuspiden Aortenklappe weniger um eine Extremvariante der bicuspiden
Aortenklappe als um ein eigenstandiges Krankheitsbild handelt, dem andere

pathogenetische Vorgange zu Grunde liegen.

5.3.2. TGFBR1 und TGFBR2

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass eine erhdhte Aktivitat von
TGF-B eine Rolle in der Pathogenese von syndromalen thorakalen
Aortenaneurysmen einnimmt. Eine Dysregulation des TGF-B-Signalweges
konnte als zentrale Komponente in der Pathogenese des Marfan-Syndroms
nachgewiesen werden [87]. Auch das Loeys-Dietz-Syndrom (meist Mutationen
in TGFBR1 oder TGFBR2 [73]), sowie weitere seltene Syndrome, die zu
Aortenaneurysmen pradisponieren wie das Shprintzen-Goldberg-Syndrom
(Mutationen in SKI, V-SKI avian sarcoma viral oncogene homolog [28]) und das
Arterielle Tortuositas-Syndrom (Mutationen in SLC2A10, solute carrier family 2,
member 10 [125]) sind ebenfalls mit Alterationen der TGF-B-Aktivitat assoziiert
[28,125]. Auf welchem Weg eine erhohte TGF-3-Aktivitat in der Aortenwand die
Entwicklung von thorakalen Aortenaneurysmen begunstigt, ist bisher nicht

entschliusselt worden.

Weiterhin ist unklar, welchen Einfluss eine Anderung der Aktivitat von TGF-B
auf die Aktivitat seiner Rezeptoren hat und umgekehrt. Fragen werden
diesbezuglich vor allem in der Pathogenese des Loeys-Dietz-Syndromes

aufgeworfen, das in den meisten Fallen durch Mutationen in den TGF-3-
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Rezeptoren (TGFBR1 oder 2) verursacht wird [73]. Seltener liegen dem
Syndrom Mutationen in Smad3, einem Signal-Protein der TGF-3-Kaskade oder
in TGFB2, dem Gen das fur die TGF-B2-Isoform codiert, zu Grunde [73,119].

Die Annahme liegt nahe, dass Mutationen in den TGF-B-Rezeptor-Genen zu
einer niedrigeren Aktivitdt des nachgeschalteten Signalweges fuhren.
Paradoxerweise gehen diese Mutationen allerdings mit einer Hochregulation
der TGF-B1-Isoform in der Aortenwand von Loeys-Dietz-Patienten einher
[73,119]. Dieses Phanomen wird von den Erstbeschreibern des Syndroms fur
die Entwicklung der Aortenaneurysmen verantwortlich gemacht. Es wird
spekuliert, dass es sich bei dem hohen Gehalt an TGF-f1 um eine
kompensatorische Hochregulation des Liganden im Falle eines mutierten
TGF-B-Rezeptor-Gens handelt, das zu einer Art Uberstimulation des

Signalweges fuhren mag [41,43].

In der hier vorgelegten Studie gab es sowohl bei Patienten mit unicuspiden als
auch bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen einen Trend zu geringerer
TGFBR1-Expression, wenn die Aorta dilatiert war. Der Unterschied war bei
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen starker ausgepragt als bei Patienten
mit tricuspiden Aortenklappen. Vermutlich auf Grund der geringen
Patientenzahlen waren die Unterschiede nicht statistisch signifikant. Die
Expression von TGFBR2 war bei Patienten mit dilatierter und nicht dilatierter
Aorta vergleichbar hoch. In der zweifaktoriellen ANOVA hatte der Faktor
Dilatation einen starken Effekt auf die TGFBR1-Expression und nur einen

geringen Effekt auf die TGFBR2-Expression.

Die Ergebnisse fur TGFBR1 stehen im Einklang mit der Hypothese, dass eine
verminderte Expression der TGF-B-Rezeptoren Ausdruck einer erhohten
Expression von TGF- und damit einer Pradisposition fur Aortendilatationen ist.
Die TGF-B-Rezeptor 2-Isoform scheint in der Pathogenese von nicht-

syndromalen thorakalen Aortenaneurysmen weniger von Bedeutung zu sein.
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Die Genexpression von TGFBR1 war bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen in der hier vorgelegten Studie signifikant hoher als bei Patienten
mit tricuspiden Aortenklappen. Der Faktor Aortenklappen-Morphologie hatte in
der zweifaktoriellen ANOVA einen starken Effekt auf die TGFBR1-Expression
und einen mittelstarken Effekt auf die TGFBR2-Expression.

In Embryonen von Xenopus laevis (afrikanischer Krallenfrosch) wurde
nachgewiesen, dass GATAS den transkriptionellen Repressor TGIF2 induziert
[116]. Dieser Zusammenhang ist allerdings bei Menschen noch nicht untersucht
worden. TGIF2 vermag via Interaktion mit den SMAD-Proteinen die Aktivitat des
TGF-B-Signalweges zu hemmen (Abbildung 31) [81]. Liel3e sich die Hypothese
einer gegensatzlichen Aktivitat von TGF-B und seinen Rezeptoren auch hier
anwenden, so ware es denkbar, dass die erhohte GATAS5-Aktivitat in der
Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen zu einer Hemmung
des TGF-3-Signalweges und damit zu einer kompensatorischen Hochregulation
von TGFBR1 fihrt.

Forte et al. beschrieben bei Patienten mit stenotischen bicuspiden
Aortenklappen und einem Aortendurchmesser von < 4 cm eine niedrigere
TGFBR1-Expression als bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen,
wohingegen die Expression von TGF- erhoht war [39]. Die Autoren machen
allerdings nur wenige Angaben zu den Diametern der Aorta ascendens bei den
untersuchten Patientengruppen und definieren keinerlei Grenzwerte, ab denen
die Aorta als dilatiert betrachtet wurde. Diese Daten stutzen dennoch die
Hypothese, dass sich die Expression von TGF-B und seinen Rezeptoren
gegensatzlich verhalt. Es scheint plausibel, dass dieser Zusammenhang bei
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen genau umgekehrt vorliegt. Eine mdgliche Erklarung
fur die erhohte TGF-B-Expression in der Aortenwand von Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen konnte vielleicht in Zusammenhang mit der im
Vergleich zu Patienten mit unicuspiden Aortenklappen niedrigeren GATAS5- und

damit vermutlich auch TGIF2-Expression stehen [52].
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Damit wird die Hypothese untermauert, dass es Unterschiede in der
Pathogenese der Aortenaneurysmen zwischen Patienten mit unicuspiden und
bicuspiden Aortenklappen gibt. Es muss in zuklUnftigen Studien an Patienten
mit unicuspiden Aortenklappen geklart werden, ob bei ihnen die erhdhte
TGFBR1-Expression wirklich mit einer reduzierten Expression von TGF-3

einher geht.

Patienten, deren tubularer Aortendurchmesser grofder war als ihr Sinus-
Durchmesser (D1) hatten in der hier vorgelegten Studie eine signifikant hohere
TGFBR1-Expression als Patienten mit Dilatation vorwiegend im Sinus Valsalva
(D2).

Es ist bekannt, dass die beiden haufigsten Fusionstypen der bicuspiden
Aortenklappe mit unterschiedlichen Phanotypen von Aortenaneurysmen
assoziiert sind. Bei einer Fusion der rechts- und linkskoronaren Tasche wird vor
allem eine Dilatation der Aortenwurzel beobachtet, wahrend Patienten mit
rechts-akoronarer Fusion typischerweise eine Dilatation der tubularen Aorta
ascendens aufweisen [23,110]. Beobachtungen aus Tiermodellen weisen
darauf hin, dass die Fusionstypen der bicuspiden Aortenklappe eigene
biologische Entitaten mit unterschiedlicher embryologischer Herkunft darstellen
[36]. Daher wird spekuliert, dass die beiden Aneurysma-Phanotypen auf einer
genetischen Heterogenitat der Fusionstypen der bicuspiden Aortenklappe
beruhen [23].

Die hier vorgelegten Daten geben erstmals einen Hinweis darauf, dass es auch
bei Patienten mit unicuspiden und tricuspiden Aortenklappen unterschiedliche
molekular charakterisierte Phanotypen von Aortenaneurysmen geben mag.
Zurzeit fehlen jedoch noch Daten aus morphologischen Studien an
Aortenaneurysmen bei unicuspiden und tricuspiden Aortenklappen, um diese

Hypothese zu Uberprifen.
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5.4. Gene in Zusammenhang mit familiaren oder sporadischen

Aortenaneurysmen

5.4.1. ACTA2

Als Ursache fur familiare nicht-syndromale thorakale Aortenaneurysmen
(FTAAD, familial thoracic aortic aneurysms and dissections) konnten
Mutationen in Genen identifiziert werden, die fur Proteine der Myofibrillen der
glatten Muskelzellen codieren. Am haufigsten handelt es sich hierbei um
Mutationen in ACTA2, dem Gen, das fur das a-Aktin der glatten
Gefallmuskulatur codiert [103]. Interessanterweise wurde bei einem Patienten
mit einer ACTA2-Mutation eine erhohte Aktivitat von TGF- in der Aortenwand
beschrieben [103], was die Hypothese starkt, dass eine Uberexpression von
TGF-B die Entstehung thorakaler Aortenaneurysmen fordert. Von einigen
Autoren wird angenommen, dass eine intakte Architektur der intrazellularen
Myofibrillen fur die korrekte Assoziation von extrazellularem TGF- mit Fibrillin-
1-Mikrofibrillen erforderlich ist [103]. Mutationen in ACTA2 kdnnten daher zu
einer inkorrekten Struktur der intrazellularen Myofibrillen und damit zu mehr
ungebundenem TGF-f fuhren [103].

Aus einem Mausmodell ist bekannt, dass ein Knockout des TGF-§3-
Signalproteins SMAD4 zu einem Verlust von Aktinflamenten in den glatten
Gefalmuskelzellen fuhrt und die Expression von a-Aktin reduziert [78]. Auch
beim Menschen wird die Transkription des a-Aktin-Gens durch den TGF-[3-
Signalweg reguliert [29]. Eine Storung der gegenseitigen Regulation von a-Aktin
und TGF-B mag daher ein wichtiger Faktor in der Pathogenese von thorakalen

Aortenaneurysmen sein.

Patienten mit unicuspiden Aortenklappen hatten in der hier vorgelegten Studie
eine signifikant hohere ACTA2-Genexpression in der Konvexitat ihrer Aorta als
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen, unabhangig von der Weite der Aorta

ascendens. Eine lokal unterschiedliche Genexpression in der Gefallwand der
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Aorta ascendens wird von einigen Autoren auf die hoheren Scherkrafte an der
Konvexitat der Aorta ascendens bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen
zuruckgefuhrt [84]. Bei Patienten mit stenotischen bicuspiden Aortenklappen
und einem Aortendurchmesser von < 4 cm konnten Forte et al. ebenfalls eine
erhohte Genexpression von ACTAZ2 in der Konvexitat der Aorta ascendens im
Vergleich zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen nachweisen. In der
Konkavitat der Aorta war die ACTAZ2-Expression hingegen zwischen beiden
Gruppen vergleichbar [39]. Ein helicales Flussprofil in der Aorta ascendens
wurde kdrzlich in einer MRT-Studie auch bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen gezeigt [31]. Es erscheint daher plausibel, dass der in Richtung
der Konvexitat der Aorta gerichtete systolische Jet bei Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen lokale Anderungen in der Genexpression
bestimmter Strukturproteine wie a-Aktin hervorrufen konnte. Gegen die
Hypothese, dass eine erhdhte Expression von ACTAZ2 durch vermehrte
Scherkrafte bedingt ist, sprechen allerdings Daten von murinen glatten
Gefalmuskelzellen, die unter erhohten Scherkraften kultiviert wurden. Diese

zeigten eine Reduktion der Genexpression von ACTA2 [122].

Ein weiteres Argument, das fur eine genetisch determinierte Ursache der
erhohten ACTA2-Expression in der Aortenwand bei Patienten mit
Aortenklappenanomalien spricht, ist der Nachweis eines erhdohten Gehaltes an
a-Aktin in der Aortenwand bei Patienten mit einer MYH11-Mutation [103].
Patienten mit Mutationen in MYH11 (Gen fur die schwere Kette des Myosins
der glatten Muskulatur) leiden ebenfalls an familiaren thorakalen
Aortenaneurysmen, und fur diese Patienten ist bisher keine Assoziation zu
Aortenklappenanomalien und damit Anderungen in der Hamodynamik des

aortalen Blutflusses beschrieben worden [133].

Obwohl es eine Parallele in der erhohten ACTA2-Expression in der Aortenwand
zwischen Patienten mit bicuspiden und unicuspiden Aortenklappen zu geben
scheint, bleibt deren Bedeutung fur die fruhzeitige Entwicklung von
Aortenaneurysmen bei diesen Patienten bisher unklar. Zu klaren bleibt auch,

inwiefern die unterschiedliche ACTA2-Expression in der Aortenwand von
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Patienten mit Aortenklappenanomalien durch TGF-B sowie hamodynamische

Faktoren beeinflusst wird.

5.4.2. COL3A1

Die Struktur und der Gehalt verschiedener Kollagen-Typen in der Aortenwand
von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen ist bereits untersucht worden. Der
absolute Kollagen-Proteingehalt in der Aortenwand scheint bei Patienten mit
bicuspiden und tricuspiden Aortenklappen vergleichbar hoch zu sein, allerdings
wurde bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen ein reduzierter Gehalt an
reifem Kollagen nachgewiesen [121]. Passend dazu war die Gen- und
Proteinexpression der Lysylhydroxylase (PLOD1) in der Aortenwand von
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und dilatierter Aorta niedriger als bei
Patienten mit tricuspiden Aortenklappen [121]. Die Hydroxylierung von Lysin-
Resten durch die Lysylhydroxylase ist ein wesentlicher Bestandteil der
posttranslationalen Modifikation von Kollagenen und essentiell fur die
Quervernetzung der Kollagenfibrillen [121]. Diese Daten weisen auf eine
Storung in der posttranslationalen Kollagen-Modifikation bei Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen hin, die zu einer fehlerhaften Anordnung der
Kollagenfibrillen und damit einer verminderten Stabilitat der dilatierten Aorta

dieser Patienten fuhren mag.

Unabhangig von der Dilatation der Aorta lagen keine signifikanten Unterschiede
in der COL3A1-Expression zwischen Patienten mit unicuspiden und tricuspiden
Aortenklappen vor. Unter den Patienten ohne Aortendilatation bestand ein
Trend zu hoherer COL3A1-Expression bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen; der
Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant. Bei Patienten mit
bicuspiden und tricuspiden Aortenklappen ohne Aortendilatation konnten
Wagsater et al. ebenfalls eine vergleichbar hohe Genexpression in den

Gruppen nachweisen [121].
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Bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen gab es in der hier vorliegenden
Studie einen Trend zu hoherer COL3A1-Expression, wenn eine Dilatation der
Aorta ascendens vorlag. Wagsater et al. beschreiben eine signifikant erhdhte
COL3A1-Expression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und dilatierter
Aorta [121]. Die erhohte Expression von COL3A1 mag auf einen erhdhten
Kollagen-Umsatz in der dilatierten Aorta ascendens von Patienten mit
tricuspiden Aortenklappen zurGckzufihren sein [121]. Dieser Befund mag
Ausdruck einer Degeneration der Aortenwand dieser Patienten sein, die mit

fibrotischen Veranderungen einher geht [121].

Die beschriebenen Unterschiede in der COL3A1-Expression zwischen den
einzelnen Patientengruppen mogen zum einen durch mechanische Faktoren
bedingt sein. An Fibroblasten-Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass die
Genexpression von COL3A1 durch mechanische Dehnung, der die Zellen
ausgesetzt wurden, reduziert wurde [16]. Zum anderen mag die COL3A1-
Expression in der Aortenwand von der Aktivitat des TGF-3-Signalweges
beeinflusst werden, da COL3A1 eines der TGF-B-Zielgene darstellt [58,120]
(Abbildung 31).

Zukunftige Studien mussen untersuchen, ob es Unterschiede im COL3A1-
Proteingehalt in der Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen
im Vergleich zu Patienten mit bicuspiden Aortenklappen gibt, und ob eine
Storung der posttranslationalen Kollagen-Modifikation einen Einfluss auf die

Pathogenese von Aortenaneurysmen bei diesen Patienten hat.

5.4.3. MMP19

Seit langerem ist bekannt, dass ein proteolytischer Abbau der extrazellularen
Matrix der Aortenwand durch Enzyme aus der Familie der
Matrixmetalloproteinasen (MMP) an der Pathogenese von abdominellen

Aortenaneurysmen beteiligt ist [21,40].
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Matrixmetalloproteinasen sind fur molekularbiologische Studien zur Entwicklung
praventiver Medikationen besonders interessant, da sowohl fur Doxycyclin als
auch fur Statine gezeigt werden konnte, dass sie die Aktivitat dieser Enzyme
hemmen [77,126]. Obwohl die zur Zeit vorliegenden klinischen Studien einen
therapeutischen Benefit fur beide Medikamente bei Patienten mit
Aortenaneurysmen zeigen [56,86], mangelt es bislang an Evidenz aus gro3eren
randomisierten Studien, um eine allgemeine Therapieempfehlung mit diesen

Medikamenten zu rechtfertigen.

Es konnte gezeigt werden, dass Matrixmetalloproteinasen auch in thorakalen
Aortenaneurysmen sowohl bei Patienten mit Marfan-Syndrom [17,114] als auch
bei Patienten mit bicuspiden und normalen tricuspiden Aortenklappen im
Vergleich zu Patienten mit normal weiter Aorta vermehrt exprimiert werden
[8,34,71]. Dabei scheint ein erhdhter Gehalt an MMP2 vor allem in Aneurysmen
bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen vorzukommen [8,34,71]. Jackson et
al. untersuchten die Expression aller 23 bekannten MMPs und konnten eine
erhohte Expression von MMP14 und 19 in dilatierten Aorten sowohl bei
Patienten mit bicuspiden als auch bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen
nachweisen. Die Expression von MMP19 Kkorrelierte bei Patienten mit

tricuspiden Aortenklappen mit dem maximalen Aortendurchmesser [55].

Die Expression von MMP19 war in der hier vorgelegten Studie bei Patienten mit
unicuspiden und tricuspiden Aortenklappen vergleichbar hoch. Es lagen keine
signifikanten Unterschiede in der MMP19-Expression zwischen Patienten mit
dilatierten Aorten im Vergleich zu Patienten ohne Aortendilatation vor. Damit
konnen die hier vorliegenden Ergebnisse die Daten von Jackson et al., die eine
erhohte Genexpression von MMP19 in dilatierten Aorten von Patienten mit

tricuspiden Aortenklappen nachweisen, nicht bestatigen [55].

Korrelationen zwischen den Diametern der Aorta ascendens und der
Genexpression von MMP19 lagen weder bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen noch bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen vor. Auch in

diesem Punkt werden die Ergebnisse von Jackson et al. nicht bestatigt [55].
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Die Daten von Patienten mit unicuspiden und tricuspiden Aortenklappen geben
damit keinen Hinweis darauf, dass MMP19 die Entwicklung von
Aortenaneurysmen bei diesen Patienten beeinflusst. Es sind weitere Studien
erforderlich, um den Einfluss von MMP19 auf die Aortendilatation bei Vorliegen
einer tricuspiden Aortenklappe eindeutig zu klaren und den Stellenwert anderer
Matrixmetalloproteinasen in der Pathogenese der Aortenaneurysmen bei

Patienten mit unicuspiden Aortenklappen zu bestimmen.
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5.5. Fazit

Die hier vorgelegte Studie untersuchte erstmalig die Genexpression in der
Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen. Die Ergebnisse
liefern mehrere eindeutige Hinweise darauf, dass das fruhzeitige Auftreten von
Aortenaneurysmen bei diesen Patienten nicht ausschlieBlich durch

hamodynamische Faktoren erklart werden kann.

Der Transkriptionsfaktor GATAS5, dessen Expression signifikant mit der
Expression von eNOS Kkorreliert, scheint eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der Aortenaneurysmen bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen einzunehmen. Die Expression von GATA5 und eNOS ist in der
Aortenwand von Patienten mit unicuspiden Aortenklappen signifikant hoher als
bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und zeigt eine negative Korrelation

zu den Durchmessern der Aorta ascendens.

Es liegt nahe, dass eine Dysregulation des TGF-B-Signalweges ahnlich wie bei
syndromalen thorakalen Aortenaneurysmen auch bei Patienten mit unicuspiden
Aortenklappen vorliegt. Die Genexpression von TGFBR1 ist bei Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen signifikant hoher als bei Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen. Die erhdhte Aktivitat von GATAS in der Aorta von Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen mag durch Induktion des TGF-B-Repressors TGIF2
hiermit in Zusammenhang stehen. Patienten mit einer Dilatation der tubularen
Aorta ascendens haben eine hohere TGFBR1-Expression als Patienten mit
einer Dilatation der Aortenwurzel, was auf unterschiedliche Phanotypen von
Aortenaneurysmen auch bei Patienten mit unicuspiden und tricuspiden

Aortenklappen hinweist.

Patienten mit unicuspiden Aortenklappen zeigen eine signifikant hohere
ACTA2-Expression in ihrer Aorta als Patienten mit tricuspiden Aortenklappen.
Es bleibt bislang unklar, ob hierfur eine Dysregulation des TGF-3-Signalweges
oder lokal erhohte Scherkrafte an der Konvexitat der Aorta ascendens

ursachlich sind.
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Auf Grund der vorliegenden Daten ist davon auszugehen, dass auch bei
Patienten mit unicuspiden Aortenklappen, wie bereits bei Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen beschrieben wurde, intrinsische Veranderungen der
Proteine der Aortenwand zur Entwicklung von Aortenaneurysmen und
Dissektionen pradisponieren. Ferner liefert die vorliegende Studie
Anhaltspunkte dafur, dass die beiden haufigsten angeborenen Anomalien der
Aortenklappe nicht nur klinisch, sondern auch pathogenetisch unterschiedliche

biologische Entitaten mit jeweils eigenen Genexpressionsmustern darstellen.
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