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1. Zusammenfassung

1.1. Zusammenfassung

Hintergrund

Die bicuspid und die unicuspid angelegte Aortenklappe sind seltene angeborene
Anomalien, die im Zusammenhang mit Aneurysmen der Aorta ascendens stehen. Es
gibt Anhaltspunkte, dass sich die Genexpression in der Aortenwand von Patienten mit
bicuspid oder unicuspid angelegter Aortenklappe im Vergleich zu Patienten mit normal
angelegter Aortenklappe unterscheiden. Bis dato ist der Pathomechanismus nur
ansatzweise verstanden. Noch weniger ist Uber den Zusammenhang zwischen

unicuspid angelegter Aortenklappe und Aneuryma der Aorta ascendens bekannt.
Fragestellung

Somit ist zu klaren, ob Unterschiede in der Genexpression in der Aortenwand von
Patienten mit Aortenklappenanomalien im Vergleich zu Patienten mit normal
angelegten Aortenklappen existieren? Um mogliche Pathomechanismen zu eruieren,
untersuchten wir die Expression von Genen des eNOS- (GATA5, eNOS) und TGF-i-
Signalweges (FBN1, TGFBR1l) sowie von Genen, die mit thorakalen

Aortenaneurysmen assoziiert sind (COL3A1).
Material und Methoden

Von 107 Patienten (TAV 48, BAV 38, UAV 21), welche an der Aortenklappe und/oder
der Aorta ascendens operiert wurden, konnten intraoperativ von verschiedenen
Lokalisationen der Aorta ascendens Gewebeproben entnommen werden. Die
Kontrollgruppe bestand aus Patienten mit tricuspid angelegter Aortenklappe und
normalkalibriger Aorta ascendens. Die Bestimmung der Genexpression und mdaglicher
Korrelationen erfolgte Uber die Isolation der RNA, anschlielend die reverse
Transkription in cDNA sowie schliel3lich die quantitative real-time PCR. Bestimmt

wurde somit die Expression der mRNA fir die untersuchten Gene.
Ergebnisse

Bei Patienten mit tricuspider Aortenklappe und normaler Aorta ascendens zeigten sich
in der Genexpression in der Aortenwand von GATA5, eNOS, TGFBR1, FBN1 und
COL3A1 keine regionalen Unterschiede. Hingegen konnten wir nachweisen, dass

Patienten mit Aortenklappenanomalien und Dilatation der Aorta ascendens signifikante
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Unterschiede in der regionalen Genexpression aufwiesen. Auch bei Patienten mit
tricuspider Aortenklappen und Dilatation der Aorta ascendens zeigten sich signifikante
Unterschiede in den lokalen Genexpressionsmustern, welche sich zudem von
Patienten mit Aortenklappenanomalien unterscheiden. So sieht man z.B. bei Patienten
mit tricuspid angelegter Aortenklappe und Aortenaneurysma eine signifikant hdhere
Genexpression von NOS3 in der Konkavitat der Aorta ascendens im Vergleich zur

Konvexitat.
Schlussfolgerung

Da sich regionale Genexpressionunterschiede bei Patienen mit
Aortenklappenanomalien ergeben haben, welche sich nach aktuellem Wissensstand
nicht durch eine erhohte Scherspannung und der damit nachgeschalteten
Signalkaskaden erklaren lassen, liegt es nahe, dass als Ursache der Aneurymen ein

genetischer Pathomechanismus heranzuziehen ist.

Beteiligt hierbei sind der eNOS-Signalweg und der TGFR3-Signalweg, welche sich auch
untereinander beeinflussen. Pharmakologische Eingriffe in diese Signalkaskaden
konnten einen therapeutischen Ansatz bieten. Genauere molekularbiologische
Interaktionskaskaden sind Bestandteil aktueller Forschungsprojekte.



1.2. Summary

Gene expression in the dilated ascending aorta in patients with different aortic

valve abnormalities
Background

Unicuspid and bicuspid aortic valves are congenital cardiac anomalies predisposing to
ascending aortic aneurysm. For BAV there is evidence that gen expression in the as-
cending aorta differ from patients with tricuspid aortic valves. Less is known on the aor-

topathy associated with UAVs.
Objective

Are there differences in gene expression in the aortic wall of patients with aortic valve
abnormalities compared to patients with normal aortic valves? To elucidate possible
pathomechanisms, the expression of genes of the eNOS (GATA5, eNOS) and TGF-3
signalling pathway (FBN1, TGFBR1) as well as genes associated with thoracic aortic
aneurysms (COL3A1) were investigated.

Material and Methods

Samples from 107 patients undergoing aortic or aortic valve surgery (48 TAV, 38 BAV,
21 UAV) were harvested intraoperatively from different locations of the ascending aor-
tic wall. Specimens were obtained close to the sinotubular junction at convexity (Al)
and concavity (A2) of the aorta. In aneurysm specimens were also obtained from the
convexity (B1) and concavity (B2) of the mid-ascending aorta. Patients with tricuspid
aortic valves and normal ascending aortic diameter served as controls. In order to find
correlations mMRNA expression was determined by quantitative real-time polymerase

chain reaction to assess gene expression levels.
Results

Patients with tricuspid aortic valves and normal ascending aorta show no regional dif-
ferences in gene expression of GATAS, eNOS, TGFBR1, FBN1 and COL3A1 eNOS in
the ascending aortic wall. However patients with aortic valves anomalies and aortic
dilatation showed significant differences in regional gene expressions. Also patients
with tricuspid aortic valves and aortic aneurysm showed differences in genexpression-
design, compared to those with valve anomalies. For example, patients with tricuspid
aortic valves and diladed ascending aorta showed a significantly higher genexpression

of eNOS in the concavity adverse the convexity of the acending aortic wall.
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Conclusion

Since regional differences in gene expressions have resulted in patients with aortic
valve anomalies, which, according to the current state of knowledge, can not be ex-
plained by an increased shear stress and the subsequent signal cascades. Thus, it is
obvious that a genetic pathomechanism is the cause of the aneurysms.

This mechanism leads to a dysregulation of the eNOS signal path and the TGFR signal
path. It can be supposed, as alsready know in literature, that both influence each other.
Pharmacological interventions in these signaling cascades could provide a therapeutic
approach. For a save appicaltion, more detailes about the molecular biology interaction
cascades are needed.
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2. Einleitung

2.1. Anatomie

Die normal angelegte Aortenklappe besteht aus drei Taschen. Jede von ihnen tritt
halbmondférmig in Erscheinung. Die Taschen sind in einer kleinen Erweiterung der
proximalen Aorta, dem Sinus Valsalvae, beherbergt. Das entsprechende
Koronararterienostium definiert die jeweilige Tasche als linken, rechten und nicht-
koronaren Sinus, die in ihrer Gesamtheit den Bulbus aortae formen. Jede
Klappentasche ist mit dem auferen halbkreisformigen Saum an der Aorta befestigt.

Der Befestigungspunkt zwischen den Klappentaschen wird als Kommissur bezeichnet.

Anatomisch wird die Aorta in einen ascendierenden Teil (ca. 5 cm lang und 20 - 37 mm
im Durchmesser), den Aortenbogen und einen descendierenden Teil gegliedert. Der
tubulare Teil der ascendierenden Aorta beginnt distal der Aortenwurzel (sinutubularer
Ubergang) und endet am Ursprung der Arteria anonyma. Der Aortenbogen wird
begrenzt durch den Ursprung der Arteria anonyma, die Arteria carotis communis

sinistra und die linke Arteria subclavia.

Die bicuspide Aortenklappe besteht typischerweise aus zwei Klappentaschen
unterschiedlicher GrolRe [53, 170]. Unterschieden werden diese durch ihren
Fusionstyp. Am héaufigsten kommt es zur Fusion der rechten mit der linken Tasche
(RL-Fusion), gefolgt von der Fusion der rechten mit der nichtkoronaren Tasche (RN-

Fusion) und sehr selten ist die Fusion der linken mit der nichtkoronaren Tasche (LN-

Fusion).

Abbildung 1: tricuspide Aortenklappe (links) und bicuspide Aortenklappe mit noduléarer Kalzifikation
(rechts)

Die unicuspide Aortenklappe wird in 2 Typen unterteilt: akommissural
lochblendenférmig und unikommisural schlitzférmig [43]. Der akommissurale Typ mit
drei rudimentaren Kommissuren unterhalb der Koronararterienostien, etwa 8 % aller
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unicuspiden Aortenklappen, hat keinen lateralen Kontakt zur Aorta und eine zentrale
Offnung [151]. Der haufigere unikommissurale Typ mit normal entwickelter Kommissur
auf Hohe der Koronararterienostien hat einen Kontaktpunkt mit einer exzentrischen

Offnung meist links posterior im Anulus der
Aortenklappe [49, 51, 153, 165].

Abbildung 2: unicuspide unicommissurale Aortenklappe(links) und unicuspide acommissurale
Aortenklappe (rechts) [152]
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2.2. Aortenklappenanomalien und das thorakale

Aortenaneurysma

2.2.1. Epidemiologie

Die bicuspide Aortenklappe ist der haufigste angeborene Herzfehler bei Erwachsenen
und verursacht mehr Komplikationen und eine héhere Todesrate als alle anderen
angeborenen Herzfehler zusammen. 1,3 % der Weltbevolkerung sind betroffen, das
sind bei einer aktuellen Weltbevoélkerung von 7,2 Milliarden Menschen ca. 93 Millionen
Personen [53, 170].

Die Aortenstenose ist die am héaufigsten vergesellschaftete Komplikation einer
bicuspiden Aortenklappe. Haufig ist die BAV mit anderen angeborenen Herzfehlern wie
Aortenisthmusstenose, Ventrikelseptumdefekt und persistierendem Ductus arteriosus
assoziiert. Zusatzlich zeigt sich in anndhernd 50% der Betroffenen eine Erweiterung
einiger oder aller Segmente der ascendierenden Aorta, von der Aortenwurzel bis zum
Aortenbogen [20, 53, 64, 119, 170].

Die unicuspide Aortenklappe ist die zweith&dufigste Anomalie der Aortenklappe und tritt
mit einem Verhaltnis von 1:50 zur bicuspiden Aortenklappe bei Patienten alter als 20
Jahre auf [181]. Die unicuspide Aortenklappe ist eine sehr seltene, angeborene
kardiovaskulare Anomalie, welche haufig als biscupide Aortenklappe falsch
diagnostiziert wird [43]. Die wahre Inzidenz der unicuspiden Aortenklappe wird
vermutlich in der asyptomatischen Bevdlkerung unterschatzt [5, 134]. 0,019% der
echokardiographierten und 5,59% der Patienten mit einem Aortenersatz erbrachten
das Bild der unicuspiden Klappe [49, 126, 134, 134]. Auch Roberts et al. zeigten in
einer Kohorte von 932 Patienten mit Aortenklappenersatz  aufgrund

Aortenklappenstenose in 5 % der Falle eine unicuspide Aortenklappe [152].

2.2.2. Pravalenz und Atiologie thorakaler Aortenaneurysmen
Das Aortenaneurysma ist eine Erweiterung (griechisch aveupiopa = Aneurysma) der
Aorta. Die Aneurysmen lassen sich in die thorakalen Aortenaneurysmen (TAA) sowie

die Bauchaortenaneurysmen (BAA) einteilen.

Aneurysmen der thorakalen Aorta werden nach ihrer Lokalisation untergliedert in
Aneurysmen der Aortenwurzel, der tubulédren Aorta ascendens, des Aortenbogens und
der Aorta descendens. Etwa 60 % liegen im Bereich der Aortenwurzel und der
tubuldren Aorta ascendens. Thorakale Aortenaneurysmen bleiben in den meisten
Fallen bis zum Auftreten von Komplikationen asymptomatisch, so steigt ihre Inzidenz

erst mit zunehmendem Alter. In der Literatur wird eine Inzidenz von etwa 12 pro
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100.000 pro Jahr angegeben. Die Hauptkomplikationen von Aortenaneurysmen stellen
die Dissektion und die Ruptur dar, die beide mit einer hohen Letalitat assoziiert sind.
Mit dem Aortendurchmesser steigt das Risiko einer Aortendissektion oder -ruptur. Ab
einem Durchmesser von 6 cm steigt die Rate an Komplikationen deutlich an und die
Wahrscheinlichkeit eine thorakale Aortendissektion zu erleiden, betragt etwa 6,9 % pro
Jahr, die Letalitat 11,8 % pro Jahr. Das Risiko an einer akuten Typ A-Dissektion nach
Stanford zu versterben, betragt etwa 1 - 2 % pro Stunde nach Symptombeginn. Trotz
notfallmagiger chirurgischer Therapie liegt die Krankenhausletalitat der Typ A-
Dissektion bei etwa 12 — 26 %.

Aneurysmen der thorakalen Aorta kommen vor allem im Rahmen von Syndromen, im
Zusammenhang mit hereditaren Bindegewebserkrankungen und angeborenen
Anomalien der Aortenklappe vor. Weiterhin gehéren zu den Ursachen entziindliche

abakterielle Erkrankungen, bakterielle Infektionen [92] oder rheumatisches Fieber.

Unter den syndromalen Bindegewebserkrankungen ist das Marfan-Syndrom mit einer
Pravalenz von etwa 1:5000 fir den grof3ten Teil der genetisch bedingten thorakalen
Aortenaneurysmen verantwortlich. Bei betroffenen Patienten liegt bis zum Alter von 20

Jahren in etwa 70 % der Félle ein thorakales Aortenaneurysma vor.

Weitere Bindegewebserkrankungen sind die zystische Medianekrose Erdheim-Gsell
und das Ehlers-Danlos-Syndrom Typ IV. Isolierte familidre Aneurysmen der Aorta
ascendens sind mit Mutationen in ACTA2 und MYH11 assoziiert (familial thoracic aortic
aneurysms and dissections, FTAAD).

Die Pravalenz der dilatierten ascendierenden Aorta unter Personen mit einer
bicuspiden Aortenklappe bewegt sich zwischen 40 bis 60 % [38, 53, 73, 133, 157, 170,
174]. Die Pravalenzen der Aortenaneurysmen bei Patienten mit einer unicuspiden
Aortenklappe liegen bei 36 — 61 % [19, 53, 134]. Im Mittel tritt die Aortendissektion bei
Patienten mit unicuspider Aortenklappe in der 4. Lebensdekade auf; hingegen bei
bicuspider Aortenklappe in der 5. Dekade und in der 6. Dekade bei tricuspider
Aortenklappe [1]. Patienten mit einer unicuspiden Aortenklappe sind zum Zeitpunkt der
Diagnose zwischen 14 und 30 Jahre alt [3, 8], und das mittlere Operationsalter liegt in
der 3. Dekade im Vergleich zur 4. Dekade bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe
[27-29]. Ahnlich der bicuspiden Aortenklappe neigt die unicuspide Aortenklappe zu
einer Dilatation oder Dissektion der Aorta mit Beteiligung der Aortenwurzel [84, 89], der
ascendierenden Aorta oder des Aortenbogens [165], welche typischerweise eine

Operation erfordern. Andere  vergesellschaftete Stérungen sind die
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Aortenisthmusstenose, eine aberrierende Arteria subclavia dextra [43], eine singulare

Koronararterie und ein Ventrikelseptumdefekt [43, 84].

2.2.3. Muster der Aortendilatation bei Patienten mit bicuspid angelegeter
Aortenklappe

Die Aortendilatation kann in drei morphologische Typen eingeteilt werden, siehe
Abbildung 3.

Typl, der haufigste Typ, beinhaltet die Dilatation der

tubuldren ascendierenden Aorta (besonders entlang der Typ 1

Konvexitat), begleitet von unterschiedlichen Ausmalien
der Aortenwurzeldilatation. Dieser Typ wird mit einem
hoheren Alter (>50 Jahre) zum Zeitpunkt der Diagnose,
Klappenstenose und dem RL Fusionsmuster assoziiert
[36, 64, 164, 162].

Typ 2

Typ 2 prasentiert sich mit einer isolierten Dilatation des
tubular ascendierenden Teils der Aorta (meist ohne

Beteiligung der Aortenwurzel), haufig mit einer

Ausbreitung in den transversalen Teil des Aortenbogens

Typ 3

und einer Assoziation mit dem RN Fusionsmuster [50, 64,
156, 164, 162].

Typ 3, auch als Wurzel-Phanotyp bezeichnet, beschreibt
die isolierte Dilatation der Aortenwurzel. Dieser seltene Typ wird mit einem jlingeren

Diagnosealter (< 40 Jahre), ménnlichem Geschlecht und

Abbildung 3: Morphologische

Aortenregurgitation assoziiert. Unter den bicuspiden Typen der Aortendilatation [1]

Aortenpathologien wird diesem Typ die grof3te genetische
Komponente zugeschrieben [64, 65, 79].

2.2.4. Pathophysiologie der Aneurysmenentwicklung

Die Entwicklung der Aortendilatation bei Patienten mit einer Aortenklappenanomalie ist
noch nicht vollstandig verstanden. Es werden eine genetische sowie eine
hamodynamische Genese vertreten. Vermutlich wirken beide Faktoren zusammen. Der
jeweilige Beitrag der genetischen oder hdmodynamischen Komponente ist jedoch
ungeklart [38, 53, 64, 136, 159, 174]. Nach weiterer Klassifizierung der Fusionstypen
und Dilatationsvarianten konnte sich eine h&modynamische oder genetische

Komponente in den Vordergrund spielen.
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Publikationen, welche eine genetische Grundlage starken, beinhalten die folgenden

Beobachtungen:

Die Aortenpathologie tritt haufig bei Verwandten ersten Grades mit einer bicuspiden
Aortenklappe auf [10]. Chan et al screenten echokardiographisch 30 Familien von
betroffenen Individuen. 11 (36,7%) von ihnen hatten Verwandte ersten Grades mit
BAV. Die hohe Inzidenz von familiaren Clustern passt zu einer autosomal dominanten

Vererbung mit reduzierter Penetranz [30, 81].

Differenzen in der Ausdehnung der Aorta bei Personen mit einer bicuspiden
Aortenklappe persistieren selbst nach Einstellung des Blutdrucks, der aortalen
Spitzenflisse und der linksventrikularen Auswurfzeit. Auch bei Patienten mit scheinbar
normal funktionierenden bicuspiden Aortenklappen wurde eine Progression der
Aortendilatation beobachtet [53, 155, 170, 174]. Die Pravalenz der Aortendilatation bei
Personen mit bicuspider Aortenklappe ist hoher als man dies aus dem Schweregrad
der Aortenstenose oder Aortenregurgitation vermuten wirde [13, 64, 73, 157, 174,
181].

Die Entwicklung der Aorten- und Lungenklappen ist eng mit der Septierung des
Ausflusstraktes und dem Umbau der Aortenbdgen verbunden. Interaktionen zwischen
dem zweiten Herzfeld und den Neuralleistenzellen sind wichtig, um die Entwicklung
des Ausflusstraktes mit dem Aortenbogen aus dem gemeinsamen Arterienstamm zu
koordinieren [78, 115].

Die abnorme Migration der Neuralleistenzellen wurde als gangiger Mechanismus
postuliert, der in einer bicuspiden Aortenklappe und einer Aortendilatation mindet
[174]. Die histologischen Veranderungen in der bicuspiden Aortenpathologie, bisher als
zystische Medianekrose benannt, sind das Endresultat einer abnormen
Signalregulation der glatten GefalBmuskulatur in der Media. FUr den genetischen
Ursprung der Aortenaneurysmen spricht auch, dass sich zusatzlich in der GefaRwand
des Truncus pulmonalis, der mit der Aorta ascendens eine gemeinsame
embryologische Herkunft besitzt, bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen eine

zystische Medianekrose prasentiert [75, 94, 116].

Das Konzept, dass eine abnorme Klappendynamik zu einer Dilatation der Aorta fuhrt,
basiert auf der Beobachtung, dass selbst normal funktionierende bicuspide
Aortenklappen abnorme transvalvuldre Flussmuster haben kdnnen, resultierend in

regional gesteigerten  Scherspannungen, welche weitgehend durch die



17

morphologischen Gegebenheiten der bicuspiden Aortenklappen vorbestimmt sind [6,
64, 79, 154].

Magnetresonanztomographisch gestiitzte Studien haben gezeigt, dass der RL
Fusionstyp mit Flussausrichtung zur rechts-anterioren Aortenwand einhergeht, welcher

sich in einer rechtsdrehenden spiralférmigen Richtung ausbreitet (Abbildung 4) [181].

Die Fusionskonfiguration der Aortenklappentaschen legt die Grundlage fiir die Veranderungen der Flussmuster und
der daraus resultierenden Scherspannungen auf die Aortenwand. In dem rechts-links Fusionsmuster (Feld A), ist
der Fluss in Richtung rechts-anteriorer Wand der ascendierenden Aorta ausgerichtet, welcher sich in
rechtsdrehender spiralférmiger Richtung fortleitet, um vorwiegend Dilatationen in der ascendierenden Aorta zu
begiinstigen. Im rechts-nichtkoronaren Fusionsmuster (Feld B) ist der Fluss zur posterioren Aortenwand

ausgerichtet, wodurch die Muster der Scherspannungen eine Dilatation des proximalen Aortenbogens begunstigen

Abbildung 4: Morphologische Merkmale der bicuspiden Aortenklappe, welche die Muster der
Aortenpathologie beeinflussen [53]

Die gesteigerten regionalen Wandschubspannungen konnten die Grundlage des
Zusammenhangs zwischen dem RL Fusionsmuster mit Dilatation der Aortenwurzel und
der asymmetrischen Dilatation der tubuldr ascendierenden Aorta sein [181].
Entgegengesetzt resultiert ein RN Fusionsmuster mit einer Flussrichtung zur
posterioren Aorta hin mit gesteigerter Wandschubspannung in der rechts posterioren
Aorta (Abbildung 4) zu einer Dilatation des Aortenbogens. Ein spiralférmiges Flussprofil
zeigte sich auch bei Patienten mit unicuspiden oder quadricuspiden Aortenklappen
[45].

Zur Pathologie der Aortendilation bei Patienten mit unicuspider Klappe gibt es so gut
wie keine Daten. Eine Studie aus dem Jahre 1984 von Larson et al. zeigt eine Tendenz
des aggressiveren Fortschreitens der Aortendilatation bei Patienten mit unicuspiden

Aortenklappen [102]. So muss man auf die Pathologie der Aortendilatation bei



18

bicuspider Aortenklappe verweisen, die sich &ahnlich der zystischen Medianekrose

prasentiert [19].

2.2.5. Naturlicher Krankheitsverlauf

Das Aortenaneuryma und die Aortendissektion sind die zwei Hauptkomplikationen der
bicuspiden Aortenpathologie [21, 131]. Die Wachstumsrate des Durchmessers der
ascendierenden Aorta bei Personen mit einer bicuspiden Aortenklappe (0,2 mm bis 1,9
mm pro Jahr) ist deutlich héher als die bei Personen mit einer tricuspiden Aortenklappe
[34, 47, 48, 174, 189]. Der erstmalig gemessene Aortendurchmesser ist ein wichtiger
Pradiktor der kiinftigen Aortenausdehnung. Eine Studie mit 88 Patienten zeigte eine
Ausdehnungsrate von annahernd 2,1 mm pro Jahr bei Patienten mit bicuspider
Aortenklappe, welche einen urspringlichen Aortendurchmesser von 35 bis 40 mm
hatten, im Vergleich zu einer Wachstumsrate von 5,6 mm pro Jahr in einer

Patientengruppe mit Ursprungsdurchmesser von mehr als 60 mm [82].

Weitere Einflussfaktoren, die das Fortschreiten der bicuspiden Aortenpathologie
beeinflussen, sind: hohes Alter, mannliches Geschlecht, erhohter systolischer
Blutdruck,  koexistierende  Aortenklappenstenose  oder  —regurgitation und
morphologische Merkmale der Klappen (RL Fusionsmuster) [18, 52, 85, 136, 170].

Die Inzidenz der Aortendissektion wurde urspriinglich auf 5% veranschlagt, war aber in
aktuellen Studien wesentlich niedriger. Die Inzidenz der Aortendissektion war 0,1 %
pro Patientenjahr in einer ,follow up“ Studie aus Toronto mit 642 Patienten mit einer

bicuspiden Aortenklappe [130].
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2.3. Gene in Zusammenhang mit Aortenaneurysmen

2.3.1. eNOS

Stickstoffmonoxid (NO), urspriinglich als Vasodilatator identifiziert, ist heute als ein
wichtiges Molekll verstanden, welches in einer Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologischen  Prozessen wie Immunregulation,  Neurotransmission,

Antithrombose, Apoptose und Zellwachstum involviert ist [107, 149, 158].

Das Enzym endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) katalysiert die Bildung
von L-Arginin zu L-Citrullin und Stickstoffmonoxid, welches als Signalmolekil im

kardiovaskularen System fungiert [168].

Es gibt drei verschiedene NOS Isoformen. Neuronale NOS (NOS1), induzierbare NOS
(NOS2) und endotheliale NOS (NOS3). Jede Isoform wird von einem eigenen Gen
verschlisselt und in verschiedenen Geweben und Zelltypen exprimiert. NO von NOS1
und NOS3 spielt bei der intrazellularen Signalkaskade eine Rolle, wohingegen NOS2
bei entziindlichen Prozessen vorrangig ist [60, 107].

NO vermittelt verschiedene gefal3protektive Eigenschaften, wie die Inhibierung des
Wachstums der glatten GefaBmuskulatur und Aufrechterhaltung endothelialer
Funktionen [80, 118].

Induziert wird die NOS3 Expression z.B. durch Krippel-like factor 2 (KIf2), ein
endothelialer Transkriptionsfaktor, welcher an der Vasculogenese beteiligt ist [28, 35,
167, 169] oder durch Scherspannung wahrend der Embryogenese des
kardiovaskularen Systems eines Huhnes [69]. NO erzielt seinen Effekt Uber den
cGMP-abhangigen Signalweg, sowie der Proteinmodifikation Uiber S-Nitrosylierung [87,
172]. NO spielt eine Rolle bei der muskarin-cholinergen Hemmung der [3-adrenergen-
stimulierten Chronotropie [87], Inotropie [74] und der AV-Knoten Fortleitung. NO ist an
der embryonalen Herzentwicklung beteiligt [67, 195]. Die Mitral- und
Trikuspidalklappen stammen vom Endokard-kissen, wahrend die Aorten- und
Pulmonalklappen vom Endokardkissen mit zuséatzlicher Beteiligung von
Neuralleistenzellen entstehen [3, 183]. Die Gestaltung des atrioventrikularen Septums
und der Klappen sind reguliert durch koordinierte Zellproliferationen, Apoptose und
Remodelling [11, 15, 17, 160, 171].

Armstrong et al. zeigten zum ersten Mal, dass ein Mangel von NOS3 in eine Bildung
von bicuspiden Aortenklappen mindet. Die erwachsenen NOS3 -/- Mause hatten eine
hohe Inzidenz von bicuspiden Aortenklappen (5/12, 42 %) [176]. AnschlieRende Stu-

dien bestatigten die hohe Inzidenz, ca. 30 %, von bicuspiden Aortenklappen in NOS3 -
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/- Mausen. In NOS3 -/- Mausen fusioniert die rechts- mit der nichtkoronaren Tasche
[55].

Interessanterweise konnten kirzlich publizierte Studien nachweisen, dass der Notch-
Signalweg NOS3 und seine nachgeschalteten Ziele, die l6sliche Guanylyl Zyklase
mittels PI3K/Akt Pfad aktiviert [23]. Somit kdnnte NOS3 ein nachgeschaltetes Ziel des
Notch Signalwegs sein, welches die Aortenklappenentwicklung und die postnatale

Remodullierung steuert.

Aicher et al. demonstrierten einerseits erste Anhaltspunkte fur eine Verbindung
zwischen eNOS und BAV auf Proteinebene, die eine Herunterregulierung der eNOS-
Expression im proximalen Teil der Aorta bei Patienten mit BAV im Vergleich zu
Patienten mit TAV, sowie andererseits eine negative Korrelation der eNOS-Protein-
Expression in der Aortenwand zum maximalen Aortendurchmesser und zum
sinotubuléren Durchmesser bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen [2]. Auch
Ramzi et al. konnten eine verminderte Expression von eNOS im Gefal3endothel als
auch eine erhohte Pravalenz (>40%) [176] von bicuspiden Aortenklappen bei eNOS-/-
Méausen nachweisen [42, 44]. Wurde zusétzlich das Gen, welches fiir Apolipoprotein E
kodiert, mittels Doppel-Knockout entfernt, stieg bei gleichzeitiger cholesterinreicher
Diat die Anzahl der abdominellen Aortenaneurysmen und Aortendissektionen [143].

Mohamed et al. konnten, wenn auch bei kleiner Probandenzahl, unterschiedliche
Expressionsraten des eNOS Proteins in unterschiedlichen Regionen des
Aortenaneurysmas bei BAV und TAV Patienten nachweisen [123]. Die
Hochregulierung von eNOS mRNA durch Scherspannungen ist etabliert [148]. Kirzlich
zeigten Barker et al. mittels Phasenkontrast-Magnetresonanztomographie
unterschiedliche Scherspannungen in der Aortenwand bei Patienten mit BAV und TAV
[187]. Die Konvexitat war bei BAV Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe hdheren
hamodynamischen Kraften ausgesetzt, wohingegen gleiche Scherspannungen in der
Konkavitat nachzuweisen waren. Auch unterschiedliche Apotoseraten der VSMCs in
der Konvexitat und Konkavitat von BAV ascendierenden Aortenaneurymsen wurden
festgestellt [122]. Zusétzlich zeigte sich nach Inhibition von Caspase 3, einem Effektor-
Enzym der Apoptose, welches durch eNOS produziertes Stickstoff inhibiert wird, eine
verringerte Apoptose in der konkaven vs. der konvexen Aortenwand bei Patienten mit
BAV [105].

2.3.2. Fibrillin-1 und TGFRR1
Fibrillin ist ein essentieller Baustein der elastischen Fasern sowie der Mikrofibrillen im

Bindegewebe der aortalen Media [91, 141]. Zusatzlich ist es Bestandteil von
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Signalkaskaden [24, 40]. Eine Mutation im Fibrillin-1 Gen fuhrt in 90 % der Patienten
zum Marfan Syndrom, dessen kardiovaskulares Erscheinungsbild mannigfaltig ist und
sich u.a. mit einer Aortendilatation prasentiert und meist letal in einer Aortendissektion
endet [120, 125].

BAV und das Marfan-Syndrom teilen sich einige klinische Charakteristika wie die
gesteigerte Inzidenz von thorakalen Aortenaneurysmen und Dissektionen sowie eine
Uberlappende Histopathologie [109, 112, 128]. Auch das Auftreten der bicuspiden
Aortenklappe ist mit 5 % erhoht. Assoziierend zeigen BAV Patienten mit Ausschluss
des MFS, nach den klinisch-diagnostischen Gent-Kriterien, Mutationen im Fibrillin-1
Gen [52, 111, 132, 140, 147, 177].

Fibrillin-1 spielt auch bei der Regulation der Bioverfligbarkeit von TGF-31 eine Rolle.
Der “transforming growth factor 31" kontrolliert das Zellwachstum, Proliferation,
Differenzierung und die Apoptose [12]. TGFR R1 ist einer der entsprechenden
Rezeptoren, der auf vielen Zellen prasentiert wird [124, 180]. Demzufolge fihren
veranderte TGFR Signalwege zum Marfan-Syndrom wie auch artverwandte
Krankheiten wie das Shprintzen-Goldberg-Syndrom, das durch Mutationen des Gens
verursacht wird, das fur den TGF-B-Repressor SKI codiert, zu thorakalen
Aortenaneurysmen [41, 113, 179].

Eine heterozygote Mutation des TGFRR1 kann zu einem Loeys—Dietz Syndrom fiihren,
bei dem es zu Aortendissektion, arterieller Turtositas und einem gehauften Auftreten
von bicuspiden Aortenklappen kommt [9, 27, 63, 86, 110]. Forte et al. konnten erstmals
erhdhte Expressionen von TGFR in Patienten mit BAV nachweisen, wohingegen
Arrington et al. bei isoliert auftretenden BAV keine Mutationen im TGFBR1 nachwiesen
[4, 59, 68].

Involviert in den TGF-B-Signalweg sind auch die Gene ACTA2 und MYH11, welche a-
Actin und die B-Myosin Schwerkette codieren, deren Mutation zum familaren
thorakalen Aortenaneurysma fihrt [71, 138, 139, 178].

2.3.3. GATAS

GATAS ist ein Transkriptionsfaktor, dem eine fihrende Rolle in der Entwicklung des
Endokardkissens und Ausflusstraktes zugeschrieben wird. Zudem ist er an der
Differrenzierung der kardialen glatten GefaBmuskulatur beteiligt. Durch einen Knockout
von GATA5 im Mausmodell entwickelten sich bei 25% der Falle eine bicuspide
Aortenklappe [100, 101, 142]. Zudem gilt GATAS als Aktivator der eNOS-Transkription.
Henn und Perttunen verfolgten diesen Weg und wiesen eine gesteigerte Expression

von eNOS und GATAS in Patienten mit unicuspider Aortenklappe im Vergleich zu
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Patienten mit tricuspiden Aortenklappen nach. Zusatzlich korrelierten hier die
Genexpression von eNOS und GATAS positiv sowie deren Genexpression zum
Aortendurchmesser negativ [77].

2.3.4. COL3A1

Als facettenreiche Erbkrankheit bekannt, zeigt sich das Ehlers-Danlos-Syndrom in
seinem vierten Typ als vaskulare Variante. Durch eine Mutation im COL3A1-Gen,
welches fur die pro-al(lll)-Kette des Kollagens Typ IIl codiert, fuhrt dieser Typ zu

einem frihzeitigen Auftreten von Aortenaneurysmen [137].

Wagsater et al. richteten unseren Fokus auf Kollagen, indem sie in Aneurysmen bei
Patienten mit BAV im Vergleich zu Patienten mit nichtdilatierten TAV eine reduzierte
Kollagen-Quervernetzung nachwiesen. Dies begriindeten sie durch einen Defekt in der
posttranslationalen Kollagenmodifikation [185].
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2.4. Fragestellung

Obwohl geeignete Beweise vorliegen, dass die BAV eine vererbbare Erkrankung ist,
gibt es eine groRe Kontroverse uber die Pathogenese der Dilatation der
ascendierenden Aorta bei Patienten mit bicuspider oder unicuspider Aortenklappe.

Zu Beginn ging man von einer hAmodynamischen Genese der BAV aus, jedoch hat die
genetische Theorie in der letzten Dekade zunehmend an Bedeutung gewonnen. Der
atiopathogenetische Paradigmenwechsel hat eine aggressivere
Behandlungempfehlung bei solchen Patienten, z.B. mit Marfan-Syndrom, nach sich
gezogen [29, 46].

Kontrovers hat sich herauskristallisiert, dass sich bei klinisch unaufféalligen BAV
Patienten abnorme Flussmuster und asymmetrisch gesteigerte Scherspannungen in
der ascendierenden Aorta nachweisen liel3en. Wiederum gibt es eine Subgruppe (10 —
15 %) von jungen mannlichen Patienten mit BAV und Aortendilatation, welche die
Uberwiegend genetische Form der BAV darstellen kdnnte. Zusatzlich unterstitzt Kean
et al die genetische Theorie mit seiner Aussage, dass Patienten, nach matching der
Flussmuster, mit BAV einen gré3eren Aortendurchmesser als Patienten mit TAV haben
[114].

Desweiteren besteht die Feststellung, dass das Aneurysma nach Ersatz der bicuspiden
Aortenklappe weiterwachst [14, 32, 66, 127, 150].

Die hohe Relevanz dieses Themas muindet in der Fragestellung nach der Indikation fir
eine operative Intervention und zum anderen nach einer moglichen medikamentdsen
Therapie [39].

In  Anbetracht dieser wichtigen Erkentnisse, folgen wir der vorherrschenden

genetischen Theorie und stellen uns den Fragen:

1. Muster der Genexpression in der normalen Aorta?

2. Gibt es unterschiedliche Expressionsmuster in  Abh&ngigkeit vom
morphologischen Aortenklappentyp?
Gibt es lokalisationsabhangige Unterschiede in der Genexpression?
Gibt es spezifische Genexpressionsmuster bei Patienten mit dilatierter Aorta im
Vergleich zu Patienten mit normaler Aorta?

5. Gibt es Unterschiede in der Genexpression von BAV-Patienten, die sich im

Fusionstyp unterscheiden?
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3. Material und Methoden

Dieses prospektive Studiendesign wurde gemald der Deklaration von Helsinki geleitet
und von der lokalen Studienkommission genehmigt. (Ethikkommission bei der
Arztekammer des Saarlandes, No. 205/10). Alle Patienten legten eine schriftliche

Einverstandniserklarung ab.

3.1. Proben

Von 107 Patienten, die einer offenen Herzoperation im Rahmen einer
Aortenklappenrekonstruktion oder eines Aortenklappenersatz bei insuffizienter oder
stenosierter ascendierender Aorta unterzogen wurden, sind Gewebeproben aus der
ascendierenden Aortenwand gewonnen worden. Dabei wurden 5 unterschiedliche
Lokalisationen ausgewahlt (Abbildung 5). Im Operationssaal wurde die Gewebeprobe
direkt aus dem Situs vom Operateur, maximal 5 Minuten nach Klemmen der Aorta, auf
eine RNase-freie Petrischale gegeben. Die Probe wurde unter sterilen Bedingungen in
Cryo-Rohrchen (Fa. Greiner, Deutschland) auf -196 °C in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend bei -80 °C gelagert. Um das Aortenwandstiick
effizient zu nutzen, wurde das Gewebestlck - Durchmesser gréf3er 1,5 cm - geteilt. Die
Cryo-Rohrchen wurden zuvor durch die Personalien des Patienten und einer

fortlaufenden Nummer klar gekennzeichnet.

Mittels der transdsophagealen Echokardiographie wurde

praoperativ der aortale Durchmesser auf Hohe des 1 Bl B2

aortoventrikularen Ubergangs (AV), des Sinus Valsalva,

des sinotubularen Ubergangs (ST) sowie der tubularen

Aorta ascendens gemessen (Abbildung 5). 5 i @ 2

Die ascendierende Aorta wurde bei einem Sinus-

Durchmesser oder einem tubularen Aortendurchmesser . \ i /

von = 40 mm als dilatiert definiert. Die Proben wurden 4

intraoperativ an der Konvexitat und Konkavitat auf Hohe appildung 5: Bestimmung der
Durchmesser der

des sinutubularen Ubergangs (A1 und A2) und der ascendierenden  Aorta via

transdésophageale

Echokardiographie: 1. Tubulare
(B1 und B2; Abbildung 5) entnommen. Die aus Aorta ascendens, 2.
Sinutubularen Ubergang (ST),

Entnahmeort C gewonnen Proben wurden nicht fir diese 3.  Sinus  Valsalva, 4.
Aortoventrikularer Uberaana

tubuldaren Aorta 2 cm uber dem sinutubularen Ubergang

Studie verwendet.

Bei der Aufnahme der Patientendaten wurde insbesondere auf folgende klinische

Merkmale geachtet:
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Name, Geburtsdatum, Geschlecht, GroRe, Gewicht, Nierenerkrankungen,
Tagesausscheidung, Urinmenge, arterielle Hypertonie, Raucher, pAVK, KHK,
Arrhythmie, SM-Tréager, Diabetes, Insulin, Nephropathie, PNP, Retinopathie,
Medikation (3-Blocker, ACE-Hemmer, AT-Blocker, ASS, Plavix, NSAR, Diuretika).

Die Patienten wurden je nach Klappen- und Aortenmorphologie (nach Anzahl der
Aortenklappen erfolgte Einteilung in uni-, bi- oder tricuspide), dem Fusionstyp sowie
dem Aortendurchmesser auf der Wurzelebene, dem Sinus, dem sinutubuléren

Ubergang und der ascendierenden Aorta in 6 verschiedene Gruppen eingeteilt:
UAV-D: unicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens

UAV-ND: unicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens
BAV-D: bicuspide Aortenklappe mit Dilatation der Aorta ascendens

BAV-ND: bicuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens

TAV-N: tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens

TAV-ND: tricuspide Aortenklappe ohne Dilatation der Aorta ascendens

53 3,2 3,6 4,9 31
1,1 +0,8 +0,48 0,24 +1,2 +0,6
42-81 24-39 40-53 32-39 42-57 20-39

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

Die klinischen Daten der Patienten, die in die Studie einbezogen wurden, sind in
Tabelle 1 wiedergegeben. Das Gewebe von Patienten mit tricuspiden Aortenklappen

ohne Dilatation der Aorta ascendens wurde als Kontrollgewebe verwendet.



63,9 + 13,6
33/15

13 (27,1%)
27 (56,3%)
8 (16,7)

29 (60,4%)
2 (4,2%)
7 (14,6%)

14 (29,2%)

20 (41,7%)
19 (39,6%)
7 (14,6)
14 (29,2%)
3 (6,3%)
10 (20,8%)
15 (31,3%)
6 (12,5%)

54,7+ 15,1
35/3

29 (76,3%)
3 (7,9%)
6 (15,8%)

12 (31,6%)
0
7 (18,4%)
2 (5,3%)

17 (44,7%)
14 (36,8%)
5 (13,2%)
13 (34,2%)
0
3 (7,9%)
7 (18,4%)
1 (2,6%)

26

37,8 +13,0
16/3

4 (19,0%)
9 (42,9%)
8 (38,1%)

3 (14,3%)
0
0

1 (4,8%)

6 (28,6%)

5 (23,8%)

1 (4,8%)

1 (4,8%)
0

1 (4,8%)
0

1 (4,8%)

Tabelle 2: Klinische Daten der Patienten, KHK=Koronare Herzkrankheit, ACE-Hemmer=Angiotensin-
Converting-Enzyme-Hemmer, AT1-Rezeptor-Antagonisten= Angiotensin lI-Rezeptor-Typl-Antagonist
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3.2. Homogenisierungen/Zellaufschluss

Die Homogenisierung erfolgte unter einem Abzug und RNase-freien Bedingungen.

In ein steriles PP-Tube (Fa. Sarstedt) wurden 625 ul ,Ambion Cell Disruption Buffer*
mit 625 pl ,2xDenaturation Solution aus dem mirVanaParisKit (Fa. Ambion) pipettiert.
Zuvor wurde die ,2xDenaturation Solution®, mit 3-Mercaptoethanol (10 pl 3-ME zu je 1
ml RLT-Puffer) versetzt. Die 2 Reagenzien, ,Ambion Cell Disruption Buffer und
L2XDenaturation Solution®, wurden im Wasserbad (Memmert®) auf 25/37 °C temperiert

und mit einer Frequenz von 108 min-! durchmischt.

Zur Homogenisierung wurde von der bei -80 °C gelagerten Aortenwand auf einer
RNase-freien Petrischale mit einem sterilen Skalpell ein Stiick Gewebe abgeschnitten.
Dieses Gewebestlick wurde, ohne aufzutauen, in die vorbereitete sterile Tube mit dem
Reagenziengemisch Uberfihrt und das Gewicht des Gewebestlicks ermittelt. Dieses
Stick Aortenwand wurde mittels der Prazisionswaage BP 310 S (Sartorius AG)
gewogen. Die zu homogenisierende Gewebemenge sollte zwischen 60 — 100 mg

liegen, um in den anschlieRenden Schritten geniigend RNA fiir die PCR zu gewinnen.

Die Aortenwand wurde mittels eines ,ULTRA -TURRAX® high-performance disperser
by IKA®* im vorbereiteten Reagenziengemisch homogenisiert. Bei diesem Verfahren
wurden die Zellen aufgeschlossen, um die RNA daraus isolieren zu kénnen. Der Ultra
Turrax wurde auf hoéchster Stufe unter Vermeidung von Schaumbildung verwendet.
Nach dem Zerkleinern wurde die Probe mittels Ultraschallgerat (Ultraschallprozessor
UP100H, Fa. Hielscher) mit der Einstellung Cycle 0,5 und Amplitude 50 weiter
aufgeschlossen. Danach wurde das Homogenisat 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und auf zwei Reaktionsgefaf3e zu gleichem Volumen von 625 pl verteilt und
im weiteren Verlauf gleich behandelt. Das Homogenisat, falls nicht direkt im Anschluss

die Isolierung folgte, wurde auf -80 °C tiefgefroren.

Wahrend des ganzen Vorgangs wurden die Proben auf Eis gelagert. Nach jedem
Vorgang wurden die Gerate grindlich mit Frekanol und anschlie@end mit sterilem

Wasser gereinigt.
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3.3. RNA-Isolierung

3.3.1. Grundregeln der RNA-Isolierung
Grundsatzlich wahrend allen Arbeitsschritten der RNA-Isolierung ist zu beachten, dass
nur RNase-freie Ldsungen und Reaktionsgefalle zu benutzen sind und

Einmalhandschuhe getragen werden, um RNA-Kontaminationen zu vermeiden.

Zur RNA-Isolierung der Aortenproben wurde das mirVanaParis® Kit der Firma
LAmbion“ verwendet. Um eine Kontamination der zu isolierenden RNA mit DNA
auszuschlieBen, wurde wahrend der RNA-Isolierung ein RNase-Free DNase Set
(#79254) der Firma Qiagen verwendet. Die hier enthaltene DNase | wurde in den
anschlieenden Waschschritten wie andere Kontaminationen ausgewaschen.Die

Isolierung der Gesamt-RNA wurde gemal3 Herstellerangaben durchgefihrt.

3.3.2. DNA-Extraktion mit Acid-Phenol-Chloroform

Das Homogenisat wurde direkt nach der Homogenisierung oder nach Auftauen von -80
°C auf zerkleinertem Eis der Extraktion zugefuihrt. Zur Extraktion der DNA wurde zum
Lysat die 1,25-fache Menge Acid-Phenol-Chloroform hinzugegeben und mittels Vortex
gemischt, um der Entstehung von Prazipitaten entgegen zu wirken. Das Gemisch
wurde bei 4 °C fir 20 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415
R, Eppendorf AG). Durch die Zentrifugation wurde das Lysat-Acid-Phenol-Chloroform-
Gemisch in drei Phasen aufgeteilt. Die oberste Phase ist wassrig und enthalt die RNA,
die mittlere Phase/Interphase enthalt die DNA und die untere Phase/Chloroformphase
enthalt die Proteine. Danach wurde die obere wassrige Phase abgenommen und in
den Folgeschritten die darin enthaltene RNA durch Zugabe von Ethanol prazipitiert
(siehe 3.3.3)

3.3.3. DNA-Fallung

Bei der Ethanolfallung wird die DNA unter leicht sauren Bedingungen (pH 5,2) in einer
weniger polaren Umgebung aufgrund der Verringerung der Ldslichkeit ausgefallt [88].
Die DNA-Fallung dient der Auftrennung der Zellextrakte in DNA, RNA und Proteine.
Der klare Uberstand beider ReaktionsgefaRRe, die oberste Schicht, in welcher sich die
RNA befindet, wurde in ein neues Reaktionsgefd® (1,7 ml) Uberfihrt. Die
Nukleinsduren verbleiben aufgrund ihres hydrophilen Charakters in der oberen

wassrigen Phase gelodst.

Das Volumen des abpipettierten klaren Uberstandes der obersten Schicht wurde
bestimmt und 1/3 des bestimmten Volumens Ethanol 96 % hinzugeflgt. Dieses

Gemisch wurde anschlieend in ein Mikroreaktionsgefal3 mit L-Filter zur Immobilisation
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der RNA mittels Glasfasern gegeben. Die Filter konnten maximal mit 700pl
Homogenisat pro Zyklus beschickt werden. Danach folgte ein Zentrifugationsschritt von
30 Sekunden bei 4 °C mit 9000 x g (Eppendorf Centrifuge 5415 R, Eppendorf AG). Der
Durchfluss wurde in ein Mikroreaktionsgefaf? fir die SRNA pipettiert. [Die SRNA=small
RNA; ist eine Basensequenz von weniger als 25 Nukleotiden, wahrend die mRNA eine
Lange von mehreren Tausend Nukleotiden aufweisen kann. Sie greifen regulierend in
vielfaltige Prozesse ein, die auf dem Weg von der nackten genetischen Information

zum fertigen Protein ablaufen.]

Das Durchflussvolumen wurde bestimmt und 2/3 des Volumens x Ethanol 96%
hinzugefligt und in einem Mikroreaktionsgefa? mit S-Filter 4 °C mit 9000 x g fur 30
Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss aus dem MikroreaktionsgefaR mit S-Filter
wurde verworfen. Die Schritte wurden so oft wiederholt, bis das gesamte Lysat die
Filter (Saulenmembran aus Glasfasern) durchflossen hatte. Die Filter, L-Filter und S-

Filter, wurden auf Eis gelagert [88].

3.3.4. Reinigung der Filter

Es folgten drei Waschschritte, deren Waschlésungen sich in der Konzentration von
Ethanol unterschieden. Beide Filter wurden gleich behandelt. Beim ersten Waschschritt
wurden auf die Filter jeweils 350 pl miRNA wash solution 1 (30 ml RPE-Puffer-
Konzentrat versetzt mit 21ml 100% Ethanol) pipettiert und anschlieRend bei 4°C mit
9000 x g fuir 30 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde anschliel3end verworfen.
Folgend wurde die DNA auf der Sdulenmembran mit DNase | verdaut (RNase-Free
DNase Set # 79254, QIAGEN). Dazu wurden 10 pyl DNase |-Lésung mit 70 pl RDD-
Puffer gemischt, direkt auf die Membran pipettiert und fir 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

Beim zweiten Waschschritt wurden die Saulen erneut mit 350 pl wash solution1
gewaschen und anschlie3end bei 4 °C mit 9000 x g fur 30 Sekunden zentrifugiert und

der Durchfluss verworfen.

Beim dritten Waschschritt wurde der Filter mit Wash Solution 2/3 (50ml RPE-Puffer-
Konzentrat versetzt mit 40 ml 100% Ethanol) pipettiert und fir 30 Sekunden bei 4 °C
und 9000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Dieser Zyklus, mit der

Wash Solution 2/3, wurde ein zweites Mal wiederholt.

3.3.5. RNA-Eluierung
Nach den Waschschritten wurden die Sdulen zum Trocknen eine Minute bei 9000 x g

und 4 °C zentrifugiert. Um die RNA zu eluieren, wurden die Saulen anschlieend in
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neue Reaktionsgefalle (1,7 ml) tGberfuhrt. Die Saule wurde mit 40 pl 96 °C warmer
Elutionslosung beschickt und fir 1 Minute bei 9000 x g zentrifugiert. Im Zentrifugat
befindet sich nun die L- und S-RNA. Von dieser gewonnenen RNA wurden 6 pl fir die
photometrische Konzentrationsbestimmung entnommen. Die restliche RNA (ca. 34 ul)

wurde bis zur weiteren Verwendung (cDNA-Synthese, siehe 3.3.6) bei -80 °C gelagert.

Exemplarisch sind die Schritte DNA-Extraktion, DNA-Fé&llung, Reinigung der Filter und
RNA-Eluierung in Abbildung 6 schematisch dargestellt.

s val Optional:
e Lysie Removal of RNA 12000 x g
Solid sampie: Add 700ul Buffer FL i
G Syl Pratatasss K i — % NEdIOATeN Wb, S min —»

100-200mg ground sample. Incubate 37°C, 5 min.

Liquid sample: Add 300l Buffer FL Centrifuge
and20ul Proteinase K into

400 sample. Transfer 450l of supematant

into a new microcentrifuge tube.

*
Homogenization Addition of ethanol B
—> —> —> 5000xgy —>»
Add 1.5 volumes Buffer FB Add 350 absolute 1 min

and mix thoroughly. ethabol and mix
Incubate at 65°C,10 min immediately
Loading to column Centrifuge
Transfer sample Discard flow through
to column
» *
—> 5,000 xg — > — > S5000xgy) __
1 min 1 min
Column Washing Centrifuge Column Washing Centrifuge
Add 500ul Discard flow through Add 500ul Discard flow through
Wash Buffer 1 Wash Buffer 2
*, *.
—> 14000xgy —>» — > 5,000 xg
3 min 1 min
Column Washing Centrifuge Elution Centrifuge
Add 500l Discard flow through Transfer column to a new Store DNA
Wash Buffer 2 microcentrifuge tube at 4°C or -20°C

Add 50-100ul preheated Elution Buffer
or water. Stand for 2 min_

Abbildung 6: Schritte DNA-Extraktion, DNA-Fallung, Reinigung der Filter und RNA-Eluierung [121]

3.3.6. Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Die photometrische Konzentrationsbestimmung wurde mit dem “ TECAN infinite M200*
(Fa. Tecan) mittels einer ,Nano Quant Platte-Tecan 16 Flat Bottom black Quarz/Alu
durchgefuhrt und mit der Software ,-control 1.6 ausgewertet. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde die Absorption der Nukleinsduren bei 260 nm und

280 nm gemessen und nach der Formel:

Nukleinsaurekonzentration (ug/ml) = Faktor x A260,
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berechnet, wobei der Faktor bei Doppelstrang - DNA 50 pg/ml, bei Einzelstrang - RNA
oder —DNA 40 ug/ml betragt. Diese Angaben beziehen sich auf DNA -freie RNA bzw.
auf RNA — freie DNA. Mdgliche Verunreinigungen von Phenolresten oder Proteinen
kénnen bei 280 nm detektiert werden, weshalb die Reinheit der Praparation aus dem
Quotienten (Ratio) von A260/A280 ermittelt wurde. Qualitativ reine RNA weist nach

Sambrook [173] und Chomczynski [26] et al. einen Quotienten von 2,0 auf.

Das Isolat wurde gut gemischt (10 x mit 20 pl Pipette langsam auf und ab pipettieren)
und die Konzentrationsbestimmung als Triplikat durchgefiihrt. Zur Nullwerteinstellung
(Blank) die Zur

Konzentrationsbestimmung wurden 2 pl der Probe auf die Quarzglasfelder der Platte

wurde Elutionslésung aus dem mirVana Kit benutzt.

pipettiert.

Als Qualitatssiegel unserer Resultate galt ein Sollwert flr den Extinktions-Quotienten
zwischen 1,8 bis 2,1 und eine RNA-Konzentration grofRer 60ng/ul, sodass fur die
folgenden Experimente geniigend RNA isoliert werden konnte. Anschlieend wurde die
RNA bei -80 °C gelagert.

Exemplarisch wird in Abbildung 7 die Konzentrationsbestimmung der RNA mittels des

Programms , Tecan i-control“ dargestellt.

Sample Typ: RNA
1 2
Abs Value Abs Value
A 260 0,1732 OD 138,56 ng/pl| 260 0,0188 OD 15,04 ng/pl
280 0,0804 OD 2,15 ratio | 280 0,0089 OD 2,11 ratio
Abs Value Abs Value
B 260 0,1702 OD 136,16 ng/pl| 260 0,0189 OD 15,12 ng/pl
280 0,0786 OD 2,17 ratio | 280 0,009 OD 2,1 ratio
Abs Value Abs Value
C 260 0,1329 OD 106,32 ng/pl| 260 0,0143 OD 11,44 ng/pl
280 0,0619 OD 2,15 ratio | 280 0,0079 OD 1,81 ratio
Abs Value Abs Value
D 260 0,1352 OD 108,16 ng/pl| 260 0,0147 OD 11,76 ng/pl
280  0,0625 OD 2,16 ratio | 280 0,0085 OD 1,73 ratio
Abs Value Abs Value
E 260 0,1304 OD 104,32 ng/pl| 260 0,0078 OD 6,24 ng/pl
280 0,0612 OD 2,13 ratio | 280 0,0043 OD 1,81 ratio
Abs Value Abs Value
F 260 0,1298 OD 103,84 ng/pl| 260 0,0085 OD 6,8 ng/pl
280  0,0608 OD 2,13 ratio | 280 0,0046 OD 1,85 ratio ]
Abs Value Abs Value @
G 260 0,2362 OD 188,96 ng/pl| 260 0,0084 OD 6,72 ng/pl ‘Z‘
280 0,1095 OD 2,16 ratio | 280 0,0045 OD 1,87 ratio =
Abs Value Abs Value E
H 260 0,2352 OD 188,16 ng/pl| 260 0,0079 OD 6,32 ng/pl ©
280 0,1087 OD 2,16 ratio | 280 0,0042 OD 1,88 ratio /

Abbildung 7: Konzentrationsbestimmung der RNA mittels des Programms ,Tecan i-control*
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3.3.7. cDNA-Synthese

Fur die anschlielende Durchfuihrung der gPCR musste die einstrangige RNA in
doppelstrangige DNA umgeschrieben werden.

Bei dieser reversen Transkription (RT) findet eine Umschreibung der mRNA in cDNA
statt, wobei die Sequenzabfolge der mRNA als Vorlage/Matrize dient. Diese wird durch
das Enzym Reverse Transkriptase in die komplementare DNA umgeschrieben. Die
Tatsache, dass mRNA-Moleklle am 3'-Ende polyadenyliert sind, ermdglicht es einen
Oligo-dT-Primer als Startpunkt fur die cDNA Synthese zu verwenden. Dieser Primer ist
ein Oligonukleotid aus ca. 15 Thymidin-Nukleotiden, welches spezifisch an den Poly-A-
Schwanz der mRNA bindet.

Die Umschreibung der RNA — auch als RT-PCR bezeichnet — erfolgte mit dem ,High
capacity cDNA Reverse Transcription Kit“ von Applied Biosystems unter Verwendung
des PCR-Cyclers ,GeneAmp®PCR System 9700

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Arbeitsschritte unter der Werkbank

,captair®bio by erlab“ durchgefiihrt.

Das bei —80 °C gefrorene Isolat und die Komponenten des ,High capacity cDNA
Reverse Transcription Kits“, DEPC Wasser, Reverse Transkriptase, dNTP-Mix, RNase

Inhibitor, Buffer und Random Primer wurden langsam auf Eis aufgetaut.

3.3.8. Master Mix Ansatz (Endvolumen 10 pl)

Komponente 1 x Ansatz (pl) 13 x Ansatz (pl)
Nuclease free water 0-3,2*2Berechnung 0-41,6

10x RT Buffer 2,0 26,0

10 RTRandom Primer 2,0 26,0

25x dnTPMix 100mM 0,8 10,4
RNase Inhibitor 1,0 13,0
MultiscribeRT 1,0 13,0
Total per Reaktion 6,8-10,0 88,4-130,0

Tabelle 3: Exemplarisch wird hier ein einfacher und ein dreizehnfacher Ansatz dargestellt.

Der Master Mix (MM, Endvolumen 10 pl) wurde in der folgenden Reihenfolge in
Sicherheitsreaktionsgefale (“Multi®-SafeSeal®Tubes farblos®, Fullvol./Nennvol.
1,5/1,7 ml, Carl RothGmbH+Co. KG, Artikel 7080.1) pipettiert.

3,2 ul ,Nuclease free water (Wasser, DEPC-behandelt, steril und autoklaviert, Art.-Nr.
T143.3%, Carl Roth GmbH RT-Kit auf -20 °C gelagert.), 2 yl ,10xRT Buffer®, 2 yl ,10 RT
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Random Primers®, 0,8 yl “25xdNTP Mix 100 mM, 1 pl “RNase Inhibitor” und 1 pl
“Multiscribe RT”. Anschlielliend 1 Sekunde mit dem Vortex gemischt. 10 ul MM in PCR
TW Tube (0,2 ml, farblos, frosted®, Biozym Scientific GmbH, Art.-Nr.: 712028) um
pipettiert. Die berechnete RNA Menge (Tabelle 3) hinzugegeben und bis zu einem
Endvolumen von 20 pl mit H,0 aufgefillt. 2 pl des Isolats fiir den Bioanalyser (siehe
Schritt 3.5) auf -80 °C aufbewabhrt.

Zur Effizienzsteigerung wurde ein vielfacher MM Ansatz verwendet. Es wurde immer

ein Ansatz zusatzlich pipettiert, um den Pipettierverlust auszugleichen.

Von dem angesetzten MasterMix wurden 10 pl in ein 0,2 ml PCR TW Tube (Biozym
Scientific GmbH) pipettiert. Pro Reaktion wurden 2.000 ng RNA eingesetzt und die
dafur berechnete RNA Menge hinzugegeben und bis zu einem Endvolumen von 20 pl

mit H,0 aufgefullt.

Zur Bestimmung der RIN-Zahl (siehe 3.5) wurden 2ul des Isolats bei 70 °C, 2 min
erhitzt und sofort bei -80 °C eingefroren.

Pipettieren von H,O + MasterMix + RNA in PCR-Tubes

1. Ziel ist es max. 2000 ng RNA aus unserer Probe umzuschreiben.

RNA 0,1-13,2ul *Berechnung

H20 0-13,1 pl *2Berechnung

MM 6,8 ul Fix Wert
Endvolumen 20 ul

Tabelle 4: Pipettierschema

2. *Berechnung des RNA Volumens: (2.000 ng) / (c der Probe ng/ pl)
(z.B. 2.000 ng / 200 ng/pl = 10 pl
2.000 ng/ 400 ng/ pl =5 pl
2.000 ng/ 57 ng/ul = 34,9 ul = 13,2 ul (Endvolumen muss immer 20 ul sein
und MM ist mindestens 6,8 pl, so ist das max. RNA Volumen 13,2 pl)
*2Berechnung des H,O Volumens: 20 pl - (MM + RNA)
Protokollieren

Sterilwerkbank desinfizieren

Jede RNA-Probe wurde wie auch bei den RNA-Proben Aortenwand auf Kontamination
mit genomischer DNA Uberprift, indem ein Parallelansatz ohne RT-Zusatz im

MasterMix hergestellt wurde (RTnegKontrolle). Hier wurde dem MasterMix nur 10pl
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RNase freies Wasser hinzugefligt. Dieses Reagenz enthielt keine RNA und konnte
somit bei der Real Time PCR, da hier nichts amplifiziert werden konnte, als ein Malf3 fur
die saubere Arbeit herangezogen werden.

Zur Umschreibung der RNA in cDNA wurde das Gemisch in den Reaktionsgefalien
“PCR TW Tube, 0,2 ml, farblos, frosted” in den Thermocycler “GeneAmp®PCRSytem
9700 eingelegt. Die Gesamtlaufzeit betrug circa 140 Minuten.

Die RT-PCR wurde mit folgendem Zyklusablauf durchgefuhrt:

Stepl Step2 ‘ Step3 ‘ Step4
Temperatur 25°C 37 °C 85 °C 4°C
_ _ 120min
Zeit 10 min _ _ 5 min o0
(60min + 60min)

Abbildung 8: Thermalschema Thermocycler

Im ersten Schritt (10min, 25 °C) erfolgt die Anlagerung der Primer an die RNA-Matrize
(Annealing). In ,Step2“ (120min, 37 °C) findet die cDNA Synthese durch die Reverse
Transkriptase statt, die bei 37 °C ihr Aktivititsmaximum besitzt. Diese wird
anschliel3end bei 85 °C 5 min inaktiviert, damit sie bei der Real-Time PCR keinen
storenden Einfluss hat). Im letzten Schritt wurde der Thermocycler auf 4 °C abgekuhlt,
um die cDNA stabil zu halten. Im Anschluss wurde der Arbeitsplatz mit Frekanol
desinfiziert.

Exemplarisch sehen wir in 7. Anhang ein Musterblatt fir den MasterMix Ansatz.
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3.4. Real Time PCR (qPCR)

Im Jahr 1984 vertffentlichte Kary Mullis erstmals die Methode der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), eine der inzwischen wichtigsten und weit verbreitesten
Techniken der Molekularbiologie. Sie stellt eine leistungsfahige, einfach
durchzufihrende in vitro Methode zur gezielten Amplifikation (lat. amplus: reichlich;
facere: machen) von Nukleinsduren dar. Auch geringe Ausgangsmengen einer DNA-
oder cDNA-Vorlage kénnen schnell zu mehreren Milliarden Kopien vervielfacht werden,
die dann fir weitere Analysen wie Elektrophorese, Restriktionsverdau oder Klonierung
zur Verfugung stehen.

Die zu amplifizierende Zielsequenz ist Ublicherweise zwischen 100 und 1000 bp lang.
Sie wird an ihrem 5°- bzw. 3'-Ende durch zwei etwa 15-30 bp lange Oligonukleotide,
den so genannten Primern, flankiert. Hierbei ist der so genannte ,forward“-Primer
komplementar zum Anfangsstiick der Zielsequenz im sogenannten ,sense“-Strang der
DNA. Der ,reverse“-Primer hingegen ist dem Ende der Zielsequenz im ,anti-sense“-
Strang komplementdr. Die klassische PCR besteht aus den drei Schritten
Denaturierung, Primer-Anlagerung (,Annealing“) und Extension. Eine anfangliche
Temperaturerhéhung auf 95 °C dient der Denaturierung der DNA in ihre Einzelstrénge.
Im nachsten Schritt, dem Annealing, erfolgt eine Abkiihlung auf eine durch die Primer-
Sequenz spezifisch festgelegte Temperatur. Die Primer kénnen sich hierbei an die
komplementare Stelle der DNA heften und dienen in der folgenden Extensionsphase
als Startpunkt fir die Synthese des neuen DNA-Strangs durch die DNA-Polymerase.
Die Temperatur wahrend der Extension ist hoher als die wahrend des Annealings und
abhangig von der jeweilig verwendeten Polymerase. Das Aktivitdtsoptimum der in
diesem Fall verwendeten thermostabilen Taq Polymerase lag bei 72 °C. Da die
Polymerase nur in 3'—5"-Richtung synthetisiert und ein kurzes Stlick Doppelstrang (an
die DNA angelagerte Primer) als Ausgangspunkt der Elongation bendtigt, sind nach
dem ersten Durchlauf der drei Schritte neben der ursprunglichen DNA-Vorlage auch
kiirzere Stucke vorhanden, die jeweils am forward-, bzw. reverse-Primer beginnen.
Durch die zyklische Wiederholung der Schritte Denaturierung, Annealing und
Extension entstehen schon ab dem zweiten Zyklus DNA-Fragmente der gewiinschten
Zielsequenz, die durch die beiden Primer begrenzt werden und als Matrize fir die
nachsten PCR-Zyklen dienen. Auf diese Art und Weise findet eine spezifische,
exponentielle Vervielfaltigung der gewiinschten Zielsequenz statt. Dabei binden
zusatzlich zu den Primern zwei mit Fluoreszensfarbstoff markierte Sonden direkt
nebeneinander an die Amplifikate. Das abgestrahlte Licht erlaubt es, den zyklischen
Vorgang in Echtzeit zu beobachten und quantitative DNA Analysen durchzufiihren
(gPCR). In der Regel werden 30 bis 40 Zyklen durchlaufen. Wir hatten 45 Zyklen
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verwendet. Die einzelnen Schritte dauern zwischen 30 und 60 Sekunden. Um eine
optimale Denaturierung der DNA zu gewahrleisten, wird den Zyklen ein initialer Schritt
mit 95 °C fur 5 Minuten vorgeschaltet. Am Ende der PCR erfolgt eine ,final extension®
fur 5 bis 10 Minuten bei 72 °C. Alle Schritte werden vollautomatisch in einem
programmierbaren Heizblock, einem so genannten Thermocycler, durchlaufen [95,
145].

Wir verwendeten den TagMan® Gene Expression Master Mix (Part No. 4369016) der
Firma Applied Biosystems zur Durchfihrung der Real-Time Polymerase
Kettenreaktion. Primer und Sonden wurden durch die jeweiligen Custom

TagMan®Gene Expression Assay der Firma Applied Biosystem zugeflgt.

Die gPCR wurde in 3-facher Bestimmung, mit je einem 20 pl Reaktionsendvolumen auf
den TagMan®Custum Plates (P/N: 4398986) von der Firma Applied Biosystems
(Foster City), durchgefiihrt. Die Zielgene und die Gene der endogene Kontrolle sind in
Tabelle 5 aufgelistet. Diese wurden mit den TagMan assays der Firma Applied

Biosystems amplifiziert.

Tabelle 5: Gene der endogenen Kontrolle und Zielgene

Endogene Kontrolle Zielgene
ELF1_Hs00152844 m1l COL3A1_Hs00943809_m1
HMBS_Hs00609297 m1 GATA5_Hs00388359 m1
EIF2B1_Hs00426752_m1 TGFBR1_Hs00610320_m1

FBN1_Hs00171191 m1

NOS3_Hs01574659_m1

J VL

Als Gewebe wurde die Aortenwand aus der Lokalisation

Al, A2, B1 und B2 mit einer unicuspiden, bicuspiden

und  tricuspiden  Aortenklappe  mit  dilatierter " "
ascendierender Aorta verwendet. Als Referenzgewebe
diente die Aortenwand aus der Position A1 und A2 einer
nicht dilatierten triscuspiden ascendierenden Aorta. A1 0

Abbildung 9: Lokalisationen
Aorta ascendens [1]



37

Auf einer Platte, TagMan®Custum Plates (P/N: 4398986), konnten jeweils 4 Proben
bestimmt werden. In Abbildung 10 ist ein Pipettierschema fir eine Platte dargestellt.

1 | 2 | 3 \ 4 | 5 \ [ | 7 | [ | 9 | 10 | 11 | 12

TD €4 A2 TD 64 A2 TD &4 A2 TD 64 B1 TDE4B1 TD64B1 TDE4 B2 TD 64 B2 TDE4B2 TND 230 A2 TND 230 A2 TND 230 A2

oS3 nosz oS3 nosz oS3 nosz oS3 nosz 1053 nosz nosa [ nosa

ES

TD 64 A2 TD 64 A2 TD 64 A2 TDE4B1 TDe4B1 TDe4B1 TD64 B2 TD 64 B2 TD 64 B2 TND 230 A2 TND 230 A2 TND 230 A2

FBN1 FBN1 FBN1 FBN1 FBN1 FBN1 FBN1 FBN1 FBN1 [ rene FBN1 [ rene

@

TD &4 A2 TD 64 A2 TD &4 A2 TD64B1 TD 64 B1 TD64B1 TD 64 B2 TD64 B2 TD€4B2 TND 230 A2 TND 230 A2 TND 230 A2

[ rerert TGFER1 [ rorert 1] rerert [ rerer1 TGFER1 [ rerer1 TGFER1 1] rerer1 [ rerert [ rerer1 [ rerert

o

TD6&4 A2 TD64 A2 TD 684 A2 TD64B1 TD 64 B1 TD64B1 TD64 B2 TD64 B2 TD 64 B2 TND 230 A2 TND 230 A2 TND 230 A2
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o
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ELF1 ELF1 ELF1 ELF1 ELF1 ELF1 ELF1 ELF1 ELF1 [ et ELF1 [ et

D64 A2 64 A2 D64 A2 06481 D648 6481 06482 06482 6482 ND 230 A2 TND 230 A2 ND 230 A2
EIF281 [ erzet [1] ez [ erze1 [1] ezt (1] errzt [1] ezt 1] err2s [1] exrzet 1] errzs [1] er2et [1] err2s
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Abbildung 10: Pipettierschema 96 well plate mit den Genen NOS3, FBN1, TGFRR1, GATA5, COL3A1,
ELF1, EIF2B1 und HMBS

Um ein optimales Resultat zu erzielen, benétigten wir eine Startmenge von 20 ng

cDNA pro well. Die Kalkulierung dieser Menge ist aus Formel 1 zu entnehmen.
In jedem Reaktionsgefal? mit 20 pl Reagenz befinden sich maximal 2.000 ng cDNA

Nach der RT-PCR befindet sich in jedem Reaktionsgefald in 20 yl Endvolumen
maximal 2.000 ng cDNA.

Formel 1
Bestimmung der cDNA Menge pro Reaktionsgefald

cDNA = [LRNA] X Vumgeschriebene Probe (max- 13,2 Hl)

137,36 ng
pl

z.B. cDNA = X 13,2 ul = 1813,15ng

Zur Ansetzung eines Triplikats und 4 Gewebeproben bendtigten wir ein

Gesamtvolumen von 540 ng cDNA (Pipettierverlust eingerechnet).
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Formel 2 zeigt die Berechnung des bendtigten Volumens aus dem Reaktionsgefal? mit

20 pl fur eine Gesamtmenge von 540 ng cDNA.

Formel 2

[20 ul/cDNA] x 540 ng = Volumen

5 pl MasterMix wurden pro well benétigt. Bei 27 wells benétigten wir eine
Gesamtmenge von 135 pl. Die benotigte H,0 Menge wurde wie in Formel 3 berechnet.

Formel 3
H20 = 10 pl — (5ul MM + 0,2 pul cDNA) = 4,8 ul
4,8 ul H,O x 27 wells = 129,6 ul

Zuerst wurden das Wasser, dann der lichtempfindliche MM und zuletzt die cDNA
pipettiert. Das Gemisch wurde kurz auf dem Vortex (M2 Minishaker) bei
Raumtemperatur geschiittelt und anschlieend kurz zentrifugiert.

Pro Platte wurden zur Kontrolle des MM, der Reinheit unserer cDNA und des Wassers
drei Negativkontrollen- ausschlie@lich H,O und MM sowie H,O, MM und den
entsprechenden Leerwert pipettiert. Die Platte konnte durch den MicroAmp™Optical
Adhesive Film (PCRCompatible, DNA/RNA/RNase Free P/N4311971) unter
Zuhilfenahme des MicroAmp®Adhesive Film Applicator (Lot No. 4333183) abgedeckt
werden. Anschliel3end wurde die Platte eine Minute bei Raumtemperatur und 1.000 x g
zentrifugiert (Zentrifuge 5430, Eppendorf), um samtliche Flissigkeit am Boden der
Platte abzusetzen. Der PCR Cycler StepOnePlus™Instrument von Applied Biosystems
und die entsprechende Software StepOne Plus v2.3 wurden zur Auswertung
verwendet. Die PCR wurde mit 45 Zyklen durchgefiihrt [96].
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Ein Zyklus, bestehend aus ,holding stage” und ,cycling stage®, wird in der Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11: gPCR-Zyklus (StepOne ™ Software v2.3)

In Abbildung 12 ist ein Amplification Plot dargestellt. Hier sehen wir die Anzahl der
Amplifikation Zyklen (X-Achse) in Abhangigkeit zu ARn (Y-Achse). Nur in der
exponentiellen Phase der PCR ist die korrekte Quantifizierung maoglich, da wahrend

dieser Phase die optimalen Reaktionsbedingungen herrschen.
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Abbildung 12: Amplification Plot (StepOne ™Software v2.3)
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3.5. RIN Zahl

Die mRNA-Quantifizierung via real-time PCR birgt zahlreiche Fehlerquellen. Vor allem
die Messung der RNA-Qualitat fuhrt bis dato ein Schattendasein. Das fuhrt haufig zu
ungenauen Ergebnissen oder erheblichen Variationen in den Expressionsmustern. Die
Prazision der mRNA-Genexpressionsanalyse durch die Quantitdt und Qualitdt des
Ausgangsmaterials, der Optimierung und Standardisierung der pra- und post-PCR
stellt eine Herausforderung fir eine valide mRNA-Quantifizierung dar. Signifikant
konnen durch Optimierung der Probenaufbereitung und Bestimmung der RNA-
Integritat die Ergebnisse verbessert werden.

Wir haben die RNA- Integritdt mittels einer Kapillargelelektrophorese (Bioanalyzer
2100, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) Gberpruft. Dies ist eine schnelle
und sensitive RNA-Qualitatsbestimmung via Lab-on-Chip im pg-Bereich. (siehe
Abbildung 14)

Das Qualitatslabel fur dieses Verfahren ist die sogenannte RNA-Integritditsnummer. Bei
diesem System wird der RNA-Qualitat ein Zahlenwert, der RIN-Wert, zugeordnet. Eine
Skala von 1 bis 10 wird auf der Basis der ribosomalen Untereinheit 28S- zu 18S-RNA
und deren Verhdltnis sowie degradierte Abbauprodukte ermittelt. 10 entspricht einer
vollig intakten RNA und 1 einer vollstandig degradierten RNA. Mit der RIN-Skala hat

sich inzwischen ein weltweiter RNA-Qualitatsstandard entwickelt.

Eine hohe Variabilitat der RIN-Werte wird durch hdhere Anteile von Bindegewebe
und/oder Fettgewebe, einer erhdohten Enzymaktivitdit oder durch erschwerte
Bedingungen bei der Probenentnahme, der schnellen Degradation der RNA post vitam
oder durch inadaquate Probenbearbeitung und Lagerung und den weiteren
Amplifikationsschritten bedingt (Abbildung 12). Die RNA-Qualitat hat einen Einfluss auf
den ermittelten Ct Wert (Cycle threshold), so eignen sich RIN-Werte kleiner 5 auch

nach einer Normalisierung nur bedingt zur Genexpressionsanalyse [56, 57].

Alle Messungen wurden gemafl Werksprotokoll durchgefihrt. In der ,Chip-Priming-
Station® erfolgte zunachst die Beladung des Chips mit 3 x 9ul Gel-Farbstoff-Gemisch.
Die Verteilung des Gemisches im Kapillarsystem erfolgte tber eine Applikationsspritze.
Im Folgenden wurden je 5 ul RNA 6000 bzw. DNA 1000Marker sowie je 1 ul RNA-
GroRRenstandard auf den Chip geladen. Danach erfolgte die Applikation der zu
analysierenden Proben (je 1 pl) und eine Durchmischung der Ansatze auf dem IKA
Vortex Mixer fir 60 sec und 2400 rpm. Direkt im Anschluss erfolgte die automatische

Analyse auf dem 2100 Bioanalyzer.
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Abbildung 13: Elektropherogramm (2100 Expert Software; Agilent) zur Bestimmung der RIN fir eine RNA-
Probe (TAV-D, Lokalisation B2). Der erste Peak reprasentiert den Marker, der Zweite die 18 S und der
dritte die 28 S ribosomale RNA. Die x-Achse représentiert die Zeit in Sekunden (s), die y-Achse
reprasentiert die Starke der Fluoreszenz in Fluoreszenzeinheiten (FU). RNA Integrity Number (RIN)
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Abbildung 14: Gelelektropherogramm zur Bestimmung der RIN (2100 Expert Software; Agilent): RNA
Ladder (linke Spalte) und RNA-Proben (rechte Spalten). Die beiden schwarzen Banden in der rechten
Spalte reprasentieren die 28 S rRNA (obere Bande) und die 18 S rRNA. Die griinen Banden entsprechen
dem Marker.
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3.6. Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit der Software SPSS Statistics 19 (IBM, Ehningen, Deutschland)
analysiert.

Der Zusammenhang zwischen der Expression der einzelnen Gene und den
Durchmessern der Aorta ascendens (AV-, Sinus-, ST- tubuldre Aorta ascendens,
maximaler Aortendurchmesser) wurde mit der Pearson-Produkt-Moment-Korrelation
bestimmt.

Der Vergleich der Genexpression zwischen Patienten mit unicuspiden, bicuspiden 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.
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.

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.
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4. Ergebnisse

4.1. Zeigt die normale ascendierende Aorta unterschiedliche

Genexpressionen?

Patienten mit einer normalen Klappenmorphologie und nicht dilatierten Aorta
ascendens hatten keinen signifikanten Unterschied in der eNOS-Genexpression
beziglich der Lokalisationen Al (M= 2,43; SE=0,41) und A2 (M= 2,54; SE=0,51;
p=0,92).

TAV-ND - Al vs A2 (NOS3)
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RQ mean
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Abbildung 15: NOS3-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und normaler Aorta
ascendens in Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Patienten mit einer normalen Klappenmorphologie und nicht dilatierten Aorta
ascendens hatten keinen signifikanten Unterschied in der FBN1-Genexpression
beziglich der Lokalisationen A1 (M= 1,28; SE=0,07) und A2 (M= 1,52; SE=0,13;
p=0,96).

TAV-ND - Al vs A2 (FBN1)

2.5

1,52

Abbildung 16: FBN1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und normaler Aorta
ascendens in Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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Patienten mit einer normalen Klappenmorphologie und nicht dilatierten Aorta
ascendens hatten keinen signifikanten Unterschied in der TGFRR1-Genexpression
bezlglich der Lokalisationen A1 (M= 1,56; SE=1,3) und A2 (M= 1,69; SE=0,27;
p=0,79).

TAV-ND - Al vs A2 (TGFRR1)
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Abbildung 17: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und normaler Aorta
ascendens in Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Patienten mit einer normalen Klappenmorphologie und nicht dilatierten Aorta
ascendens hatten keinen signifikanten Unterschied in der GATA5-Genexpression
beziglich der Lokalisationen A1 (M= 1,54; SE=1,3) und A2 (M= 1,40; SE=0,27,
p=0,94).

TAV-ND - Al vs A2 (GATAS)
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Abbildung 18: GATA5-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und normaler Aorta
ascendens in Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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Patienten mit einer normalen Klappenmorphologie und nicht dilatierten Aorta
ascendens hatten keinen signifikanten Unterschied in der COL3A1-Genexpression
bezlglich der Lokalisationen A1 (M= 1,67, SE=0,24) und A2 (M= 1,54, SE=0,30;
p=0,89).

TAV-ND - A1 vs A2 (COL3A1)
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1,67 1,54

0.5
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Abbildung 19: GATA5-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und normaler Aorta
ascendens in Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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4.2. Gibt es unterschiedliche Expressionsmuster in

Abhangigkeit vom morphologischen Aortenklappentyp?

Patienten mit tri-, bi- oder unicuspiden Aortenklappen hatten unabhangig vom
Vorliegen einer Aortendilatation keinen signifikanten Unterschied in der eNOS-
Genexpression in lhrer Aortenwand. Jedoch zeigt sich ein Trend zur erhdhten
Genexpression bei Patienten mit UAV im Vergleich zu TAV. (UAV: M=2,97; SE=0,39;
BAV: M=2,50; SE=0,29;TAV: M=2,09; SE=0,26;UAV vs BAV: p=0,34; BAV vs TAV:
p=0,28; UAV vs TAV: p=0,06).

NOS3

3.5
2.5 2.09

25 —
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RQ mean
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15 — —
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Abbildung 20: NOS3-Genexpression bei Patienten mit tri-,bi- oder unicuspiden Aortenklappen unabhéngig
vom Vorliegen einer Aortendilatation (RQ = relative Quantitéat der gPCR +/- 1 SE)
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Patienten mit tri-, bi- oder unicuspiden Aortenklappen hatten unabhangig vom
Vorliegen einer Aortendilatation einen signifikanten Unterschied in der FBNI1-
Genexpression in lhrer Aortenwand (UAV: M=1,10; SE=0,07; BAV: M=0,93; SE=0,06;
TAV: M=1,14; SE=0,05; UAV vs BAV: p=0,046; BAV vs TAV: p=0,004; UAV vs TAV:
p=0,73).
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Abbildung 21: FBN1-Genexpression bei Patienten mit tri-,bi- oder unicuspiden Aortenklappen unabhéngig
vom Vorliegen einer Aortendilatation (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Patienten mit tri-, bi- oder unicuspiden Aortenklappen hatten unabhangig vom
Vorliegen einer Aortendilatation keinen signifikaten Unterschied in der TGFRBR1-
Genexpression in lhrer Aortenwand (UAV: M=2,11; SE=0,15; BAV: M=2,05; SE=0,12;
TAV: M=1,91; SE=0,10; UAV vs BAV: p=0,77; BAV vs TAV: p=0,35; UAV vs TAV:
p=0,28).
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Abbildung 22: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit tri-,bi- oder unicuspiden Aortenklappen
unabhangig vom Vorliegen einer Aortendilatation (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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Bei Patienten mit tri-, bi- oder unicuspiden Aortenklappen bestand unabhangig vom
Vorliegen einer Aortendilatation kein signifikanter Unterschied in der GATAS5-
Genexpression in lhrer Aortenwand (UAV: M=1,87; SE=0,24; BAV: M=1,82; SE=0,20;
TAV: M=2,14; SE=0,17; UAV vs BAV: p=0,87; BAV vs TAV: p=0,24; UAV vs TAV:
p=0,36).
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Abbildung 23: GATA5-Genexpression bei Patienten mit tri-, bi- oder unicuspiden Aortenklappen
unabhangig vom Vorliegen einer Aortendilatation (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Patienten mit tri-, bi- oder unicuspiden Aortenklappen hatten unabh&ngig vom
Vorliegen einer Aortendilatation einen signifikanten Unterschied in der COL3ALl-
Genexpression in lhrer Aortenwand (UAV: M=1,57; SE=0,11; BAV: M=1,24; SE=0,09;
TAV: M=1,18; SE=0,08; UAV vs BAV: p=0,03; BAV vs TAV: p=0,60; UAV vs TAV:
p=0,005).
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Abbildung 24: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit tri-, bi- oder unicuspiden Aortenklappen
unabhangig vom Vorliegen einer Aortendilatation (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)



49

4.3. Gibt es lokalisationsabhangige Unterschiede in der
Genexpression?
In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen Al und A2 der TD

Aorta signifikant in ihrer eNOS-Genexpression (TD-Al: M=1,98; SE=0,35; TD-A2:
M=3,42; SE=0,78; p<0,002).

4.5
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Abbildung 25: NOS3-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitét der qPCR +/- 1 SE)

In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen B1 und B2 der TD
Aorta signifikant in ihrer eNOS-Genexpression (TD-Bl: M=2,44; SE=0,54; TD-B2:
M=4,02; SE=0,36; p<0,003).

TAV-D - B1 vs B2 (NOS3)
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Abbildung 26: : NOS3-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der BD
Aorta nicht signifikant in ihnrer eNOS-Genexpression (BD-Al: M=2,39; SE=0,33; BD-A2:
M=2,43; SE=0,41; p=0,7).

BAV-D - Al vs A2 (NOS3)
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Abbildung 27: : NOS3-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitét der qPCR +/- 1 SE)

In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen B1 und B2 der BD
Aorta nicht signifikant in ihrer eNOS-Genexpression (BD-B1: M=3,19; SE=0,58; BD-B2:
M=3,28; SE=0,55; p=0,7).

BAV-D - B1 vs B2 (NOS3)
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Abbildung 28: NOS3-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen Al und A2 der UD
Aorta nicht signifikant in ihrer eNOS-Genexpression (UD-Al: M=2,89; SE=0,44; UD-
A2: M=2,83; SE=0,46; p=0,8).
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Abbildung 29: NOS3-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen B1 und B2 der UD
Aorta nicht signifikant in ihrer eNOS-Genexpression (UD-B1: M=4,61; SE=0,17; UD-
B2: M=3,60; SE=1,00; p=0,09).
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Abbildung 30: NOS3-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitéat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der TD
Aorta nicht signifikant in ihnrer FBN1-Genexpression (TD-Al: M=1,30; SE=0,01; TD-A2:
M=1,48; SE=0,19; p=0,04).
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Abbildung 31: FBN1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der TD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
eNOS-Genexpression (TD-B1: M=1,63; SE=0,25; TD-B2: M=1,58; SE=0,08; p=0,67).
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Abbildung 32: FBN1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der BD
Aorta signifikant in ihrer FBN1-Genexpression (BD-Al: M=1,04; SE=0,05; BD-A2:
M=1,83; SE=0,29; p=0,02).

BAV-D - Al vs A2 (FBN1)
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Abbildung 33: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der BD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
FBN1-Genexpression (BD-B1: M=1,68; SE=0,11; BD-B2: M=1,65; SE=0,08; p=0,76).

BAV-D - B1 vs B2 (FBN1)

35

2.5

RQ mean

15

0.5

B2

Abbildung 34: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der BD
Aorta signifikant in ihrer FBN1-Genexpression (BD-Al: M=1,25; SE=0,15; BD-A2:
M=1,88; SE=0,16; p=0,048).
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Abbildung 35: FBN1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der BD Aorta unterschieden sich signifikant in ihrer
FBN1-Genexpression (BD-B1: M=2,81; SE=1,20; BD-B2: M=1,80; SE=0,25; p=0,032).
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Abbildung 36: FBN1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der TD
Aorta nicht signifikant in ihrer TGFRR1-Genexpression (TD-Al: M=1,17; SE=0,11; TD-
A2:M=1,20;SE=0,18;p=0,44).
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Abbildung 37: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der q°PCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der TD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
TGFRR1-Genexpression (TD-B1: M=1,40; SE=0,21; TD-B2: M=1,46; SE=0,28;
p=0,39).
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Abbildung 38: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der BD
Aorta signifikant in ihrer TGFRR1-Genexpression (BD-Al: M=1,18; SE=0,07; BD-A2:
M=1,43;SE=0,18;p=0,04).
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Abbildung 39: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitét der qPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der BD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
TGFRR1-Genexpression (BD-Bl: M=1,40; SE=0,22; BD-B2: M=1,89; SE=0,26;
p=0,07).
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Abbildung 40: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen Al und A2 der UD
Aorta signifikant in ihrer TGFRR1-Genexpression (UD-Al: M=1,35; SE=0,07; UD-A2:
M=1,73;SE=0,28;p=0,04).

UAV-D - A1 vs A2 (TGFRR1)
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Abbildung 41: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation
in Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der UD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
TGFRR1-Genexpression (UD-B1: M=1,18; SE=0,24; UD-B2: M=1,53; SE=0,27;
p=0,06).
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Abbildung 42: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation
in Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen Al und A2 der TD
Aorta signifikant in ihrer GATA5-Genexpression (TD-Al: M=2,35; SE=0,34; TD-A2:
M=1,58; SE=0,24;p=0,039).

TAV-D - Al vs A2 (GATAS5)
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Abbildung 43: GATA5-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der TD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
GATAbS-Genexpression (TD-B1: M=1,87; SE=0,44; TD-B2: M=1,91; SE=0,78; p=0,88).

TAV-D - B1 vs B2 (GATA5)
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Abbildung 44: GATA5-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der BD
Aorta nicht signifikant in ihrer GATA5-Genexpression (BD-Al: M=1,44; SE=0,19; BD-
A2: M=1,69; SE=0,35; p=0,13).

BAV-D - Al vs A2 (GATAS5)
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Al A2

Abbildung 45: GATA5-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen B1 und B2 der BD
Aorta nicht signifikant in ihnrer GATA5-Genexpression (BD-B1: M=1,21; SE=0,16; BD-
B2: M=1,10; SE=0,16; p=0,34).

BAV-D - B1 vs B2 (GATAS5)

2.5
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Abbildung 46: GATA5-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen Al und A2 der UD
Aorta signifikant in ihrer GATA5-Genexpression (UD-Al: M=1,73; SE=0,23; UD-A2:
M=1,45;SE=0,33;p=0,04).

UAV-D - Al vs A2 (GATAS)
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Abbildung 47: GATA5-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation Al und A2 (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der UD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
GATAS5-Genexpression (UD-B1: M=1,38; SE=0,19; UD-B2: M=1,19; SE=0,31; p=0,2).

UAV-D - B1 vs B2 (GATA5)
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Abbildung 48: GATA5-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der TD
Aorta signifikant in ihrer COL3A1-Genexpression (TD-Al: M=1,21; SE=0,11; TD-A2:
M=1,35; SE=0,13; p=0,04).
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Abbildung 49: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation Al und A2 (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der TD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
COL3A1-Genexpression (TD-B1: M=1,32; SE=0,34; TD-B2: M=1,22; SE=0,15; p=0,19)
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Abbildung 50: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen A1 und A2 der BD
Aorta signifikant in ihrer COL3A1-Genexpression (BD-Al: M=1,22; SE=0,10; BD-A2:
M=1,43; SE=0,84,; p=0,88).
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Abbildung 51: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der BD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
COL3A1-Genexpression (BD-B1: M=1,29; SE=0,12; BD-B2: M=1,29; SE=0,17;
p=0,63).
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Abbildung 52: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation in
Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterschieden sich die Lokalisationen Al und A2 der UD
Aorta signifikant in ihrer COL3A1-Genexpression (UD-Al: M=1,34; SE=0,28; UD-A2:
M=1,65;SE=0,33;p=0,04).
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Abbildung 53: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation
in Lokalisation A1 und A2 (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

Die Lokalisationen B1 und B2 der UD Aorta unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
COL3Al-Genexpression (UD-B1: M=1,48; SE=0,25; UD-B2: M=1,47; SE=0,21,
p=0,73).

UAV-D - B1 vs B2 (COL3A1)
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Abbildung 54: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen und Aortendilatation
in Lokalisation B1 und B2 (RQ = relative Quantitét der gPCR +/- 1 SE)
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4.4. Gibt es spezifische Genexpressionsmuster bei Patienten
mit dilatierter Aorta im Vergleich zu Patienten mit normaler

Aorta?

In der einfaktoriellen ANOVA unterscheiden sich die Patientengruppen (dilatiert und
nicht-dilatiert) nicht signifikant in ihrer eNOS-Genexpression (D: M=2,5; SE=0,24; ND:
M=2,54; SE=0,28; p=0,92

D - ND (NOS3)
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Abbildung 55: NOS3-Genexpression bei Patienten mit Aortendilatation und normaler Aorta (RQ = relative
Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

TAV-ND: M=1,96; SE=0,33; TAV-D: M=2,21; SE=0,39; p=0,63

TAV-ND vs TAV-D (NOS3)
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Abbildung 56: NOS3-Genexpression bei Patienten mit tricuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der q°PCR +/- 1 SE)
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BAV-ND: M=2,58; SE=0,46; BAV-D: M=2,42; SE=0,35; p=0,79

BAV-ND vs BAV-D (NOS3)
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Abbildung 57: NOS3-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

UAV-ND: M=3,07; SE=0,62; UAV-D: M=2,88; SE=0,48; p=0,80).
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Abbildung 58: NOS3-Genexpression bei Patienten mit unicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)



66

In der einfaktoriellen ANOVA unterscheiden sich die Patientengruppen (dilatiert und
nicht-dilatiert) nicht signifikant in ihrer FBN1-Genexpression (D: M=1,05; SE=0,04; ND:
M=1,07; SE=0,05; p=0,79

ND vs D (FBN1)
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Abbildung 59: FBN1-Genexpression bei Patienten mit mit Aortendilatation und normaler Aorta (RQ =
relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

TAV-ND: M=1,12; SE=0,06; TAV-D: M=1,16; SE=0,07; p=0,69

TAV-ND vs TAV-D (FBN1)
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Abbildung 60: FBN1-Genexpression bei Patienten mit tricuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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BAV-ND: M=0,95; SE=0,09; BAV-D: M=0,90; SE=0,17; p=0,68

BAV-ND vs BAV-D (FBN1)
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Abbildung 61: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

UAV-ND: M=1,13; SE=0,11; UAV-D: M=1,09; SE=0,09; p=0,74).
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Abbildung 62: FBN1-Genexpression bei Patienten mit unicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterscheiden sich die Patientengruppen (dilatiert und
nicht-dilatiert) signifikant in ihrer TGFRR1-Genexpression (D: M=1,84; SE=0,09; ND:
M=2,20; SE=0,11; p=0,01
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Abbildung 63: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit Aortendilatation und normaler Aorta (RQ =
relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

TAV-ND: M=2,08; SE=0,13; TAV-D: M=1,74, SE=0,15; p=0,09

TAV-ND vs TAV-D (TGFRR1)
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Abbildung 64: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit tricuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)
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BAV-ND: M=2,33; SE=0,19; BAV-D: M=1,78; SE=0,14; p=0,02

BAV-ND vs BAV-D (TGFRBR1)
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Abbildung 65: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

UAV-ND: M=2,21; SE=0,24; UAV-D: M=2,01; SE=0,19; p=0,52).
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Abbildung 66: FBN1-Genexpression bei Patienten mit unicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterscheiden sich die Patientengruppen (dilatiert und
nicht-dilatiert) nicht signifikant in ihrer GATA5-Genexpression (D: M=1,99; SE=0,15;
ND: M=1,90; SE=0,18; p=0,70
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Abbildung 67: GATA5-Genexpression bei Patienten mit Aortendilatation und normaler Aorta (RQ = relative
Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

TAV-ND: M=1,67; SE=0,22; TAV-D: M=2,60; SE=0,26; p=0,01

TAV-ND vs TAV-D (GATA5)
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Abbildung 68: GATA5-Genexpression bei Patienten mit tricuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)
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BAV-ND: M=2,07; SE=0,33; BAV-D: M=1,57; SE=0,24; p=0,22

BAV-ND vs BAV-D (GATA5)
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Abbildung 69: GATA5-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

UAV-ND: M=1,95; SE=0,37; UAV-D: M=1,79; SE=0,29; p=0,75).
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Abbildung 70: GATA5-Genexpression bei Patienten mit unicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der g°PCR +/- 1 SE)
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In der einfaktoriellen ANOVA unterscheiden sich die Patientengruppen (dilatiert und
nicht-dilatiert) nicht signifikant in ihrer COL3A1-Genexpression (D: M=1,39; SE=0,15;
ND: M=1,22; SE=0,18; p=0,25

D vs ND (COL3A1)
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Abbildung 71: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit Aortendilatation und normaler Aorta (RQ =
relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

TAV-ND: M=1,14, SE=0,22; TAV-D: M=1,22; SE=0,12; p=0,61

TAV-ND vs TAV-D (COL3A1)
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Abbildung 72: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit tricuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)
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BAV-ND: M=1,26; SE=0,15; BAV-D: M=1,23; SE=0,10; p=0,88

BAV-ND vs BAV-D (COL3A1)
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Abbildung 73: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation und
normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)

UAV-ND: M=1,78; SE=0,18; UAV-D: M=1,36; SE=0,14; p=0,06).
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Abbildung 74: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit unicuspider Aortenklappe mit Aortendilatation
und normaler Aorta (RQ = relative Quantitat der gPCR +/- 1 SE)
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4.5. Gibt es Unterschiede in der Genexpression von BAV-

Patienten, die sich im Fusionstyp unterscheiden?

Ein Vergleich der eNOS-Genexpression zwischen den Fusionstypen (T-Test/Levene’s
Test of Equality of Variances) ergab keinen signifikanten Unterschied in allen
Lokalisationen (Al BAV R/L: M=2,4; SE=0,27; BAV R/A: M=2,68; SE=0,47; p=0,44

BAV-A1 R/L vs R/A (eNOS)
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Abbildung 75: NOS3-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation Al (RQ = relative Quantitat der qPCR +/- 1 SE)

A2 BAV R/L: M=3,26; SE=0,72;BAV R/A: M=2,12; SE=0,61; p=0,47 //

BAV-A2 R/L vs R/A (eNOS)
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Abbildung 76: NOS3-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation A2
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B1 BAV R/L: M=3,37; SE=0,82;BAV R/A: M=3,67; SE=0,67; p=0,65 //

BAV-B1 R/L vs R/A (eNOS)
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Abbildung 77: NOS3-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation B1

B2 BAV R/L: M=3,72; SE=0,75;BAV R/A: M=3,41; SE=0,74; p=0,46).
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Abbildung 78: NOS3-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation B2

Auch der NPar Test/Mann-Whitney Test ergab keine signifikanten Unterschiede
(A1 R/L vs R/A p=0,81 asymp.Sig. (2-tailed); A2 p=0,25 ;B1 p=0,48; B2 p=0,89).
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Ein Vergleich der FBN1-Genexpression zwischen den Fusionstypen (T-Test/Levene’s
Test of Equality of Variances) ergab keinen signifikanten Unterschied in allen
Lokalisationen (A1 BAV R/L: M=1,06; SE=0,04; BAV R/A: M=1,05; SE=0,09; p=0,32 //

BAV-A1 R/L vs R/A (FBN1)

3.5

RQ mean

1.06 1.05

R/L R/A

Abbildung 79: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation A1

A2 BAV R/L: M=2,28; SE=0,51;BAV R/A: M=1,49; SE=0,14; p=0,15 //

is BAV-A2 R/L vs R/A (FBN1)
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Abbildung 80: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation A2
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B1 BAV R/L: M=1,69; SE=0,16;BAV R/A: M=1,78; SE=0,16; p=0,80 //

BAV-B1 R/L vs R/A (FBN1)
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Abbildung 81: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation B1

B2 BAV R/L: M=1,71; SE=0,12;BAV R/A: M=1,53; SE=0,25; p=0,46).
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3.5

2.5

RQ mean

1.5

0.5

R/L R/A
Abbildung 82: FBN1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-

Fusion in Lokalisation B2

Auch der NPar Test/Mann-Whitney Test ergab keine signifikanten Unterschiede
(Al R/L vs R/A p=0,94 asymp.Sig. (2-tailed); A2 p=0,10 ;B1 p=0,71; B2 p=0,72).
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Ein Vergleich der TGFRBR1-Genexpression zwischen den Fusionstypen (T-
Test/Levene’s Test of Equality of Variances) ergab keinen signifikanten Unterschied in
allen Lokalisationen (A1l BAV R/L: M=1,31; SE=0,09;BAV R/A: M=1,32; SE=0,15;
p=0,75
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Abbildung 83: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und
R/A-Fusion in Lokalisation A1

A2 BAV R/L: M=1,44; SE=0,25;BAV R/A: M=1,59; SE=0,27; p=0,95

BAV-A2 R/L vs R/A (TGFBR1)
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Abbildung 84: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und
R/A-Fusion in Lokalisation A2
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B1 BAV R/L: M=1,44; SE=0,37;BAV R/A: M=1,56; SE=0,22; p=0,43 //

BAV-B1 R/L vs R/A (TGFBR1)
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Abbildung 85: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und
R/A-Fusion in Lokalisation B1

B2 BAV R/L: M=1,84; SE=0,46;BAV R/A: M=1,88; SE=0,36; p=0,53).
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Abbildung 86: TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und

R/A-Fusion in Lokalisation B2

Auch der NPar Test/Mann-Whitney Test ergab keine signifikanten Unterschiede
(Al R/L vs R/A p=0,57 asymp.Sig. (2-tailed); A2 p=0,86 ;B1 p=0,47; B2 p=0,47).
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Ein Vergleich der GATA5-Genexpression zwischen den Fusionstypen (T-Test/Levene’s
Test of Equality of Variances) ergab keinen signifikanten Unterschied in allen
Lokalisationen (Al BAV R/L: M=1,46; SE=0,19;BAV R/A: M=1,93; SE=0,36; p=0,69

BAV-A1 R/L vs R/A (GATA5)

3.5

2.5

15

RQ mean

0.5

R/L R/A

Abbildung 87: GATA5-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation Al

A2 BAV R/L: M=1,38; SE=0,23;BAV R/A: M=1,92; SE=0,76; p=0,18 //

BAV-A2 R/L vs R/A (GATAS)
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Abbildung 88: GATA5-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation A2
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B1 BAV R/L: M=1,25; SE=0,28;BAV R/A: M=1,23; SE=0,10; p=0,90 //

BAV-B1 R/L vs R/A (GATA5)
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Abbildung 89: GATA5-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-
Fusion in Lokalisation B1

B2 BAV R/L: M=1,20; SE=0,24;BAV R/A: M=1,05; SE=0,23; p=0,52).

BAV-B2 R/L vs R/A (GATAS5)
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Abbildung 90: GATA5-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und R/A-

Fusion in Lokalisation B2

Auch der NPar Test/Mann-Whitney Test ergab keine signifikanten Unterschiede (Al
R/L vs R/A p=0,26 asymp.Sig. (2-tailed); A2 p=0,75 ;B1 p=0,72; B2 p=0,72).
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Ein Vergleich der COL3Al1l-Genexpression zwischen den Fusionstypen (T-
Test/Levene’s Test of Equality of Variances) ergab keinen signifikanten Unterschied in
allen Lokalisationen (A1l BAV R/L: M=1,25; SE=0,10;BAV R/A: M=1,17; SE=0,12;
p=0,47

BAV-A1 R/L vs R/A (COL3A1)
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Abbildung 91: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und
R/A-Fusion in Lokalisation A1

A2 BAV R/L: M=1,47; SE=0,28;BAV R/A: M=1,16; SE=0,16; p=0,26

BAV-A2 R/L vs R/A (COL3A1)
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Abbildung 92: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und
R/A-Fusion in Lokalisation A2
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B1 BAV R/L: M=1,34; SE=0,21;BAV R/A: M=1,27; SE=0,41; p=0,67

BAV-B1 R/L vs R/A (COL3A1)
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Abbildung 93: COL3Al-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und
R/A-Fusion in Lokalisation B1

B2 BAV R/L: M=1,54; SE=0,28;BAV R/A: M=0,93; SE=0,15; p=0,31).

BAV-B2 R/L vs R/A (COL3A1)
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Abbildung 94: COL3A1-Genexpression bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und R/L-Fusion und

R/A-Fusion in Lokalisation B2

Auch der NPar Test/Mann-Whitney Test ergab keine signifikanten Unterschiede (Al
R/L vs R/A p=0,70 asymp.Sig. (2-tailed); A2 p=0,36 ;B1 p=0,90; B2 p=0,10).
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5. Diskussion

Die hohe Vergesellschaftung einer unicuspiden oder bicuspiden Aortenklappe mit einer
Dilatation der Aorta ascendens und dem damit verbundenen Risiko einer letalen
Dissektion stellen eine hohe klinische Relevanz dar. Molekulare Signalkaskaden, die in
etwa 60 % der Patienten mit angeborenem Aortenklappenvitium zur Dilatation der
Aorta ascendens fuhren [1, 19, 21, 22], sind bis dato ungeklart und daher von grof3em
klinischem Interesse. Abweichende Protein- sowie RNA-Expressionsanalysen in der
Aortenwand kdnnten Ansatzpunkte fir praventive Medikamente sein, die den Progress
der Aortendilatation und der damit vergesellschafteten Aortendissektion senken.
Beispielhaft ist das Medikament Losartan. Ein Angiotensin llI-Rezeptor-Typl-Antagonist
(AT1-Antagonist), welcher beim Marfan-Syndrom zum Einsatz kommt. So zeigte die
randomisierte kontrollierte COMPARE (Cozaar in Marfan Patients Reduces Aortic
Enlargement) Studie, in welcher 233 Patienten mit Marfan-Syndrom einer Therapie mit
Losartan oder mit Placebo behandelt wurden, eine signifikant niedrigere
Erweiterungsrate der Aortenwurzel bei Patienten mit Losartan als in der Kontrollgruppe
ohne Medikament [146]. Ebenso ist bei Patienten nach Aortenwurzelersatz und
Losartan eine signifikant geringere postoperative Zunahme des Aortenbogen-
Durchmessers als Patienten der Kontrollgruppe [70].

Bei Méausen mit heterozygoter FBN1-Mutation unter Behandlung mit Losartan sind
signifikant niedrigere Erweiterungen der Aorta als bei Tieren aus der Placebo-
Kontrollgruppe zu konstatieren [72]. Vermutet wird - als molekularer Mechanismus - ein
Zusammenhang zum TGF-B-Signalweg. So zeigten Cohn et al., dass Losartan die
Aktivitdt von Thrombospondin-1 reduziert, welches durch Angiotensin Il hochreguliert
wird [31]. Thrombospondin-1 aktiviert TGF-B [196], das in der Pathogenese der
syndromalen thorakalen Aortenaneurysmen eine Schlisselfunktion zu spielen scheint
[110, 129].

Erste Versuche den Einfluss des TGF-B-Signalwegs schematisch darzustellen,
skizzierten Henn et al. in Abbildung 95. Zusatzlich zum TGF-B3-Signalweg werden dort
die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) sowie der NOTCH-Signalweg

hervorgehoben
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Abbildung 95: Schema TGF-R-Signalwegs

Entwurf eines Schemas fiir Interaktionen zwischen Signalwegen, die in der Pathogenese der Aortenaneurysmen bei Patienten mit
Aortenklappenanomalien eine Rolle spielen mdgen. Griine Pfeile symbolisieren férdernde Einflisse, rote Pfeile symbolisieren hemmende
Einfluisse. 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 [76]

Henn et al postulieren dort in einem kanonischen Signalweg, dass die bei mutiertem
FBN1 vorliegenden Fibrillin-1-Bruchstticke dazu fihren [83], dass TGF- vermehrt in
seiner freien Form vorliegt [24] und somit vermehrte Bindung von TGF-B an seine
Rezeptoren (TGFBR1 und TGFBR2) entstehen. 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

[97, 188]. Zu den Genen, deren Transkription durch die SMAD-Proteine geférdert wird,
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zéhlen unter anderem eNOS [161], MMPs [144], COL3A1 [182], Jagged-1 [99] und
ACTA2 [139].

Zusatzlich aktiviert TGF-B weitere intrazellulare Signalkaskaden, darunter auch die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskade (MAP-Kinase-Kaskade) [188], die durch die
Induktion des NOTCH-Liganden Jagged-1 [193, 194] 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), der wiederum die Transkription von ACTA2 hemmt [175]. Studien an Zellkulturen
haben gezeigt, dass HEY2 mit den Proteinen der GATA-Familie interagieren und damit

auch deren transkriptionelle Aktivitdat hemmen kann [37].

Elefteriades et al. demonstrierten in Tiermodellen, dass GATAS5 die Transkription von
eNOS aktiviert [100] 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 [117].

Bei Patienten mit unicuspid angelegter Aortenklappe geht man von einer
abweichenden molekulargenetischen Pathophysiologie aus, da Patienten mit
unicuspiden Aortenklappen eine Aortendissektion friher erleiden als Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen und das Risiko, diese Komplikation zu entwickeln, bei
Vorliegen einer unicuspiden Aortenklappe im Vergleich zur bicuspiden Aortenklappe

etwa doppelt so hoch ist [102].

Unsere Zielstrukturen in der hier vorgelegten Studie sind zum einen die Expression von
Genen des TGF - Signalweges (FBN1, TGFBR1) und zum anderen der eNOS —

Signalwege in der Aortenwand von Patienten mit unicuspiden, bicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen mit und ohne Aneurysma der Aorta ascendens sowie von
Genen, die in Zusammenhang mit familidren thorakalen Aortenaneurysmen (COL3A1)

stehen.
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5.1. eNOS/GATAS

Der Zusammenhang von eNOS und der Pathogenese der bicuspiden Aortenklappe
beruht auf Beobachtungen an eNOS-Knockout Mausen, welche eine erhdhte Inzidenz
von bicuspiden Aortenklappen haben [103]. Desweiteren traten bei ApoE-Knockout-
Mausen, die eine atherogene Ernahrung erhielten, bei zusétzlichem Knockout von
eNOS abdominelle Aortenaneurysmen und Dissektionen auf [98]. Auch bei Menschen
mit bicuspiden Aortenklappen konnte ein Zusammenhang zwischen dem eNOS-
Proteingehalt in der Aortenwand und der Dilatation der Aorta ascendens nachgewiesen
werden [2]. Diese Daten lassen eine gemeinsame genetische Basis von kongenitalen
Aortenklappenanomalien und vaskularer Aortenerkrankung vermuten.

Da eNOS einen Einfluss auf die Pathogenese der bicuspiden Aortenklappe auszuiben
scheint, liegt es nahe, dass Studien an weiteren Proteinen des eNOS-Signhalweges
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
GATA5 die Entwicklung der Endokardkissen und des kardialen Ausflusstraktes
reguliert [54, 93, 100]. Ein GATA5-Knockout reduzierte die eNOS-Expression im linken
Ventrikel und Ausflusstrakt von Mause-Embryonen und flihrte bei diesen Tieren zu
einer erhbhten Rate an bicuspiden Aortenklappen [100]. Diese Daten machen GATAS
zu einem interessanten Protein fir molekularbiologische Studien, die den
Zusammenhang von Aortendilatation und Aortenklappenanomalien bei Menschen
untersuchen. Erste Hinweise auf eine mogliche Bedeutung von GATAS5 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  Aktivationsdomé&ne von GATAS5 bei Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen beschreibt [135].

Angiotensin-Il und oxidativer Stress sind an der Entstehung von Aortenaneurysmen
beteiligt, ein Ph&nomen, das durch die Deletion oder Entkopplung der endothelialen
Stickoxidsynthase (eNOS) verstéarkt wird [184].

In der hier vorgelegten Studie wurden die Genexpression von GATA5 und eNOS in der
Aorta ascendens von Patienten mit unicuspiden, bicuspiden und tricuspiden

Aortenklappen mit oder ohne begleitende Aortendilatation untersucht.
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So zeigte sich zundchst bei tricuspid angelegten Aortenklappen ohne begleitende
Dilatation kein Unterschied in der eNOS- und GATA5-Genexpression in den
Lokalisationen Al und A2.

Die Genexpression von eNOS tendiert bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen
zur hoheren Expression als bei Patienten mit bicuspiden oder tricuspiden
Aortenklappen.

Analog hatten Patienten mit bicuspiden Aortenklappen eine Tendenz zur erhéhten
eNOS-Genexpression im Vergleich zu Patienten mit tricuspider Aortenklappe.

Bei GATA5 zeigte sich lediglich eine Tendenz zur erhthten Genexpression bei
Patienten mit TAV gegenuber Patienten mit UAV oder BAV.

Die zuvor von Henn et al. aufgestellte Hypothese, dass die erhdhte eNOS-Expression
in der Aortenwand bei Patienten mit unicuspiden Aortenklappen damit Folge einer
erhohten GATAS5-Expression ist, konnten wir in unserer Studie nicht bestatigen.
Nichtsdestotrotz konnte dennoch eine erhthte GATAS5- und eNOS-Aktivitat in der
Aortenwand dieser Patienten eine Rolle in der Pathogenese der frihzeitigen
Entwicklung von Aortenaneurysmen bei Vorliegen einer unicuspiden oder bicuspiden
Aortenklappe spielen. Eine mdgliche Erklarung hierfur kdnnten posttranskriptionale
Modifikationen sein, welche zu einer Hoch- oder Runterregulierung des jeweiligen
Proteins fihrt.

Hingegen findet sich in den lokalisationsabhangigen Analysen bei Patienten mit
tricuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation eine signifikant niedrigere
eNOS-Genexpression in Position A1 im Vergleich zu A2. Auch bei der Position B1 ist
eine signifkant niedrigere eNOS-Genexpression als bei B2 festzustellen. Insgesamt
biete die konkave Seite eine signifikant hdhere eNOS-Genexpression als die konvexe
Seite. Hope et al zeigten mittel 4ADMRT ein abweichendes Flussprofil in der Aorta
ascendens bei Patienten mit TAV und dilatierter Aorta gegenltber Patienten mit TAV
und normaler Aorta, jedoch ohne einen exzentrisch gerichteten Jet gegen die konkave
oder konvexe Aortenwand [79]. Somit lassen sich die unterschiedlichen
Expressionsmuster nicht auf die unterschiedlichen Scherspannungen in der
Aortenwand zurUckfihren.

Bei GATAS5 zeigt sich hier lediglich in Al eine signifikant erhohte Expression
gegeniber A2.

Bei Patienten mit bicuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation gibt es

lokalisationsabhangig keine Unterschiede weder in der eNOS- noch in der GATA5-
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Genexpression. Dies stitzt erneut die Hypothese, dass die Aortendilatation auf
erhohten Scherspannungen in der Aortenwand basiert, da Hope et al. in diesem
Patientenkollektiv einen erhdhten turbulenten Fluss in der Konvexitdt der Aorta

ascendens nachwiesen [79].

Bei Patienten mit unicuspid angelegten Aortenklappen und Aortendilatation sind in den
Lokalisationen A1 und A2 keine Unterschiede in der Genexpression zu konstatieren. In

den Positionen B1 und B2 gibt es einen Trend zur héheren Expression in B1.

Bei Patienten mit unicuspid angelegten Aortenklappen und dilatierter Aorta ist die
GATAbB-Genexpression in Position Al signifikant hoher als in A2. Die Positionen Bl

und B2 verbleiben ohne signifikanten Unterschied.

Differenziert man nur nach dilatierter Aorta oder nicht dilatierter Aorta unabhangig von
der Aortenklappenmorphologie zeigen sich keine Unterschiede in der NOS3-

Genexpression.

Bei der GATAS5-Genexpression gibt es bei Differenzierung in dilatierte und nicht
dilatierte Aorten keine Unterschiede. Nach weiterer Aufsplitterung in TAVND und TAVD
zeigt sich eine signifikant h6here Expression in der dilatierten Gruppe. Wie es zu einer
erhohten Expression von GATAS in der Aortenwand bei Patienten mit tricuspiden

Aortenklappen und Dilatation kommt, ist bislang vollkommen unklar.

Bei BAVND und BAVD zeichnet sich ein Trend zur hdheren GATA5-Expression in der
nicht dilatierten Gruppe ab. Bei der Gruppe mit unicuspider Klappe gibt es keine

Unterschiede.

Die weitere Gliederung der bicuspid angelegten Aortenklappe nach Fusionstypen gab
bei der eNOS-Genexpression keine signifikanten Unterschiede. In der GATAS5-
Genexpression lie3 sich ein Trend der hdheren Genexpression in der Position A2 bei

R/A-Fusion im Vergleich zur R/L-Fusion ablesen.

Das Vorliegen von konstitutionellen GATA5-Mutationen wurde in einer kleinen Kohorte
von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen ausgeschlossen [58] und ist bei Patienten
mit unicuspiden Aortenklappen noch nicht untersucht worden. Auch weitere Mitglieder
der GATA-Familie kénnten in der Pathogenese der unicuspiden Aortenklappe eine

Rolle spielen. Fir GATA4 und GATAG6 konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass sie
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mit GATAS in der Entwicklung des kardialen Ausflusstraktes interagieren [101]. 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 persistierendem
Truncus arteriosus nachgewiesen haben [93, 99, 186, 191]. Fur GATA4 und GATA6
liegen noch keine Studien an Patienten mit angeborenen Aortenklappenanomalien vor.
Die Resultate der bisherigen Forschung machen im Einklang mit den hier vorgelegten
Daten zu GATAGS allerdings wahrscheinlich, dass eine dysregulierte Aktivitat der GATA-
Transkriptionsfaktoren entscheidend an der Pathogenese von Aortenklappenanomalien

und der mit ihnen assoziierten Aortendilatation beteiligt ist.

Die Genexpression von eNOS zeigt in der Aortenwand von Patienten mit bicuspiden
und unicuspiden Aortenklappen einen Trend zur hoheren Expression als bei Patienten
mit tricuspiden Aortenklappen [52]. Aicher et al. zeigten auf Proteinebene eine
niedrigere eNOS-Protein-Expression in der Aortenwand von Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und normalen
Aortendurchmesser [2]. Die Ursache dieser Korrelation zwischen Protein- und mRNA-
Ebene ist bis dato nur bruchstuckhaft erforscht und unklar. Einfluss auf die eNOS-
Expression spielen neben GATA5 auch die posttranskriptionelle Regulation und
weitere Proteine wie z.B. TGF-B [166]. Zudem ist belegt, dass erhdhte Scherkréfte die
eNOS-Expression ebenfalls beeinflussen [148]. Die durch ein exzentrisches Flussprofil
bedingten erhdhten 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, 123]. Paradox zeigt sich in
unserer Studie die Konkaviat mit einer erhdhten eNOS Genexpression, was hingegen
die genetische Hypothese verstarkt. Aktivitditsanderungen von Transkriptionsfaktoren
wie GATAS kdnnten einen Einfluss auf den eNOS-Proteingehalt in der Aortenwand von
Patienten mit Aortenklappenanomalien haben und damit Ursache fir abweichende

Ergebnisse der vorliegenden Protein- und mRNA-Studien sein.
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5.2. FBN1/TGF-beta Rezeptor 1

Bei den schon bekannten syndromalen Erkrankungen wie dem Loeys-Dietz-Syndrom,
welches durch Mutationen im TGFRR1 oder TGFRR2 verursacht wird, oder dem
Marfan Syndrom, als Folge von Mutationen von FBN1 verursacht wird, gehen diese
regelmafig mit Aortenaneurysmen einher [16, 40, 108, 109].

Jedoch auch ohne Nachweis syndromaler Verdnderungen in den Signalwegen dieser
Gene findet sich eine Haufung von Aortenaneurysmen bei Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen [192]. Z. B. zeigten Pepe et al. nach Ausschluss des Marfan Syndroms
durch die Gent-Kriterien bei Patienten mit bicuspider Aortenklappe und Aneurysma
eine Mutation im FBN1-Gen [140]. Auch Le Maire et al. beschrieben solche nicht-
syndromalen BAV Aneurysmen und konnten zudem erstmalig einen spezifischen
Genlokus (a ~250-kbp) in FBN1 nachweisen, welcher in direkter Verbindung mit
thorakalen Aneurysemen und Dissektionen steht [104]. Desweiteren sah man einen
verminderten Fibrillin-1-Proteingehalt in der Aorta ascendens und im Truncus
pulmonalis von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit
normalen Aortenklappen [52]. Dass die TGFRR-1-Expression in der Aortenwand von
Patienten mit bicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten mit normal
angelegter Aortenklappen vermindert ist, sah man in einer Studie von Forte et al.. Eine
exakte molekulargenetische Signalkaskade, welche zur Entstehung von

Aortenaneurysmen fiihrt, konnte noch nicht nachgewiesen werden.

Yang et al. beschrieben in einem Mausmodel bei Verlust von TGFRR1 das Auftreten
von Aortenaneurysmen. Hier zeigte sich zudem nach Deletion von TGFRR1 eine
Hochregulation der Angiotensin Converting Enzyme. Eine Blockade des Angll type |
Rezeptor (AT1R) verhinderte hier das Auftreten von Aneurysmen [190].

In unserer Studie schlossen wir Patienten mit Marfan- oder Loeys-Dietz-Syndrom aus,
um herauszufinden, ob es unabhangig vom Auftreten dieser Syndrome einen
Unterschied in der Genexpression von FBN1 und TGFRRL1 in der Aorta ascendens bei
Patienten mit bicuspiden oder unicuspiden Aortenklappen im Vergleich zu Patienten
mit tricuspiden Aortenklappen gibt. Henn et al. publizierten eine signifikant niedrigere
FBN1-Genexpression in der Aortenwand von Patienten mit bicuspiden Aortenklappen
im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen unabhangig von dem
Durchmesser der Aorta ascendens [77]. Einen Unterschied im Fibrillin1-Proteingehalt
zwischen Patienten mit bicuspiden und tricuspiden Aortenklappen zeigte auch Fedak et
al. [52]. Theoretisch wére eine Subpopulation von Patienten mit bicuspiden

Aortenklappen mit konstitutioneller FBN1-Mutation, die eine reduzierte FBN1-
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Expression und damit reduzierte Fibrillinl-Proteingehalt haben, als Ursache der

Aneurysmen diskussions- wirdig.

In der hier vorgelegten Studie wurde die Genexpression von FBN1 und TGFRRL1 in der
Aorta ascendens von Patienten mit unicuspiden, bicuspiden und tricuspiden

Aortenklappen mit oder ohne begleitende Aortendilatation untersucht.

So zeigten sich zunachst bei tricuspid angelegten Aortenklappen ohne begleitende
Dilatation keine Unterschiede in der FBN1- und TGFRR1-Genexpression in den
Lokalisationen Al und A2.

Bei Patienten mit unicuspiden oder tricuspiden Aortenklappen ist unabhangig vom
Vorliegen einer Aortendilatation eine signifikant hohere FBN1-Genexpression in ihrer
Aortenwand im Gegensatz zu Patienten mit bicuspiden Aortenklappen zu belegen.
Zwischen Patienten mit unicuspid angelegter Aortenklappe und Patienten mit tricuspid
angelegter Aortenklappe findet sich kein signifikanter Unterschied in der
Genexpression.

Die Analyseergebnissie zu TGFRR1 bieten keinen Unterschied in der Genexpression
bei Patienten mit tricuspid-, bicuspid- und unicuspid angelegter Aortenklappe.

Ebenso zeigt sich in den lokalisationsabhéangigen Analysen bei Patienten mit tricuspid
angelegter Aortenklappe und Aortendilatation kein signifikanter Unterschied der
TGFRBR1-Genexpression in Position Al im Vergleich zu A2. Auch die Position B1 zeigt

im Vergleich zu B2 keinen Unterschied in der TGFRR1-Genexpression.

Bei Patienten mit bicuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation gibt es
lokalisationsabhangig eine signifikant hohere TGFRBR1-Genexpression in der
Lokalisation A2 im Vergleich zu Al. Ebenso lasst sich hier in B2 ein Trend zur erhdhten

TGFRBR1-Genexpression im Vergleich zur Lokalisation B1 ablesen.

Bei Patienten mit unicuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation zeigen sich,
wie bei der bicuspid angelegen Aortenklappe, in A2 eine signifikant hohere TGFRR1-
Genexpression als in der Lokalisation Al. Desweiteren zeichnet sich auch hier in der
Position B2 ein Trend zur erhéhten TGFRR1-Genexpression im Vergleich zur

Lokalisation B1 ab.
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Weiterhin ergibt sich in den lokalisationsabhéngigen Analysen bei Patienten mit
tricuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation eine signifikant erhdhte FBN1-
Genexpression in Lokalisation A2 im Vergleich zu Al. Die Position B1 zeigt im

Vergleich zu B2 keinen Unterschied in der FBN1-Genexpression.

Bei Patienten mit bicuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation gibt es
lokalisationsabhéangig eine signifikant hohere FBN1-Genexpression in der Lokalisation
A2 im Vergleich zu Al zu erkennen. Die Lokalisationen B1 und B2 zeigen keine

unterschiedliche Genexpression.

Bei Patienten mit unicuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation zeigen sich,
wie bei der bicuspid angelegen Aortenklappe, in A2 eine signifikant hohere FBN1-
Genexpression als in der Lokalisation Al. Lokalisation B1 zeigt eine signifikant hohere
Genexpression im Vergleich zur Lokalisation B2.

Differenziert man nur nach dilatierter Aorta oder nicht dilatierter Aorta, bestehen
ebenso wie bei den Subgruppen mit unicuspid, bicuspid oder tricuspid angelegter
Aortenklappe keine sigifikanten Unterschiede in der FBN1-Genexpression.

Hingegen ist die TGFRR1-Genexpression bei Patienten mit nicht dilatierter Aorta
signifikant hoher als bei Patienten mit dilatierter Aorta. Splittet man diese Gruppe
weiter auf, zeigt sich bei Patienten mit unicuspid angelegter Aortenklappe kein
Unterschied in der Genexpression. Patienten mit bicuspid angelegter Aortenklappe
weisen allerdings eine signifikant erhdhte TGFRR1-Genexpression in Relation zur
Patientengruppe mit nicht dilatierter Aorta auf. Auch bei Patienten mit tricuspid
angelegter Aorta zeigt sich in der Gruppe mit nicht dilatierter Aorta ein Trend zur

erhdhten Genexpression.

Die weitere Gliederung der bicuspid angelegten Aortenklappe nach Fusionstypen
erbrachte bei der FBN1-Genexpression in den Lokalisationen Al, B1 und B2 keine
signifikanten Unterschiede. Bei den Lokalisationen A2 Iasst sich eine signifikant hohere
Genexpression in R/L-fusionierten Aorten- im Vergleich zu R/A-fusionierten

Aortenklappen feststellen.

Hierzu beschrieb Schaefer et al. und Della Corte et al., dass RL-Fusionstypen eine
Dilatation im Sinus entwickeln und RA-Fusionstypen vor allem im Bereich der tubularen

Aorta ascendens [37, 163]. Ursprung dieser unterschiedlichen Dilatationstypen kénnte



94

ein unterschiedlich ausgerichteter Jet in der Aorta ascendens bei Patienten mit

verschiedenen Fusionsmustern der bicuspiden Aortenklappe sein [79].

Die weitere Gliederung der bicuspid angelegten Aortenklappe nach Fusionstypen bei
TGFRBR1 ergab bei den Lokalisationen Al, A2, B1 und B2 keine signifikanten

Unterschiede in der Genexpression.

Lindsay et al. zeigten, dass Mutationen in den TGF-B -Rezeptor-Genen nicht zu einer
niedrigeren Aktivitat des nachgeschalteten Signalweges fuihren, sondern im Gegenteil
mit einer Hochregulation der TGF-f 1-Isoform in der Aortenwand von Loeys-Dietz-
Patienten einhergeht [106]. Dietz betrachtete dies als eine kompensatorische
Hochregulation des Liganden im Falle eines mutierten TGF-B -Rezeptor-Gens und
somit als Ursache der Aneurysmen [61-63].

Unsere Studie konnte diese Beobachtung unterstiitzen. Wir sahen bei Patienten mit
dilatierter Aorta eine signifikant niedrigere TGFRR1 Genexpression im Vergleich zu
Patienten mit normaler Aorta. Auch Forte et al. beschrieben bei Patienten mit
bicuspider Aortenklappe eine niedrigere TGFBR1-Expression als bei Patienten mit
tricuspiden Aortenklappen, wohingegen die Expression von TGF- erhéht war [59].
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5.3. COL3A1

Abgesehen von den schon bekannten syndromalen Kollagensynthesestérungen, die
mit einem Aortenaneurysma einhergehen (Ehlers-Danlos-Syndrom Typ V) [8], kdnnen
ahnliche Kollagensynthesestérungen zur Pathogenese von  Aortenaneurysmen
beitragen. Wagséter et al. zeigten bei Patienten mit tricuspiden Aortenklappen und
Aneurysmen eine signifikant hohere COL3A1-Expression in der Aorta ascendens im
Vergleich zu Patienten mit normalen Durchmessern der Aorta ascendens und bei
Patienten mit bicuspider Aortenklappe und Aneurysma eine signifikant niedrigere
COL3A1-Expression im Vergleich zu Patienten mit tricuspiden Aortenklappen [185].
Auch in der Veroffentlichung von Henn et al. zeigten Patienten mit tricuspid angelegter
Aortenklappe und Aneurysma ebenfalls einen Trend zu einer hdheren COL3AL-

Expression im Vergleich zu Patienten ohne Dilatation der Aorta ascenden [77].

Wie auch Henn et al. konnten auch wir zwischen Patienten mit bicuspiden und
tricuspiden Aortenklappen keinen signifikanten Unterschied in der COL3A1-Expression

nachweisen [77].

Die Beobachtung von Henn et al.,, dass es beim Vergleich der Fusionstypen der
bicuspiden Aortenklappe einen Trend zur hdheren COL3Al-Genexpression bei
Patienten mit einer Fusion der rechts- und linkskoronaren Tasche gab, lasst sich auch
in unserer Studie belegen. Dies deutet auf eine unterschiedliche Entitat der
Aortenaneurysmen bei Patienten mit unterschiedlichen Fusionstypen. Fernandez et al.
beschrieben bereits, dass es bei Patienten mit RL-Fusion in der Embryogenese zu
einer abweichenden Septierung im proximalen Teil des Ausflusstraktes kommit,
wahrscheinlich bedingt durch eine verzerrte Migration der Neuralleistenzellen und dass
bei Patienten mit RN-Fusion die Ursache bereits vor Septierung des Ausflusstraktes zu
suchen ist, a.e. bedingt durch eine Dysregulation der NO-bedingten Epithelial-

mesenchymalen Transition [55].

In der hier vorgelegten Studie wurde die Genexpression von COL3A1 in der Aorta
ascendens von Patienten mit unicuspiden, bicuspiden und tricuspiden Aortenklappen

mit oder ohne begleitende Aortendilatation untersucht.

So zeigten sich zundchst bei tricuspid angelegten Aortenklappen ohne begleitende
Dilatation keine Unterschiede in der COL3A1-Genexpression in den Lokalisationen Al
und A2.
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Patienten mit unicuspiden Aortenklappen zeigten unabhdngig vom Vorliegen einer
Aortendilatation eine signifikant hhere COL3A1-Genxpression in ihrer Aortenwand als
bei Patienten mit tricuspiden oder bicuspiden Aortenklappen. Patienten mit bicuspiden
Aortenklappen boten unabhéngig vom Vorliegen einer Aortendilatation keinen
Unterschied in ihrer COL3A1-Genxpression in ihrer Aortenwand als Patienten mit

tricuspiden Aortenklappen.

Hingegen besteht in den lokalisationsabhangigen Analysen bei Patienten mit tricuspid
angelegter Aortenklappe und Aortendilatation eine signifikant niedrigerere COL3A1-
Genexpression in Position Al im Vergleich zu A2. Die Position B1 zeigt im Vergleich zu

B2 keinen Unterschied in der COL3A1-Genexpression.

Bei Patienten mit bicuspid angelegter Aortenklappe und Aortendilatation gibt es
lokalisationsabhangig einen Unterschied in der Genexpression. So zeigt sich hier in A2
eine Tendenz zur hoheren Genexpression im Vergleich zur Lokalisation Al. Dies
bestatigt die bereits durch Cotrufo et al. gemachten Beobachtungen, dass es in der
Konvexitat zu einer Herunterregulierung der COL3A1-Genxpression kommt und somit
a. e. als Resultat von erhéhten Scherspannungen zu bewerten ist [33, 115]. Bei den
Lokalisationen B1 und B2 gibt es keine Unterschiede in der Genexpression.

Bei Patienten mit unicuspid, bicuspid und tricuspid angelegter Aortenklappe und
Aortendilatation lasst sich in der Lokalisation A2 ein signifikant héhere Genexpression
als in der Lokalisation A1 nachweisen, jedoch kein Unterschied in den Lokalisationen
B1 und B2.

Differenziert man nur nach dilatierter Aorta oder nicht dilatierter Aorta findet sich eine
Tendenz zur erhdhten COL3A1-Genexpression in der nicht dilatierten Aorta. Splittet
man diese Gruppe weiter auf, zeigt sich bei Patienten mit unicuspid angelegter
Aortenklappe ein Trend zur erhéhten Genexpression in der nicht dilatierten Aorta, nicht

jedoch bei Patienten mit bicuspid und tricuspid angelegten.

Die weitere Aufgliederung der bicuspid angelegten Aortenklappe nach Fusionstypen
ergab bei der COL3ALl-Genexpression in den Lokalisationen Al und Bl keine
signifikanten Unterschiede. Jedoch tendieren die Lokalisationen A2 und B2 zur
hoheren Genexpression in R/L-fusionierten Aorten im Vergleich zu R/A-fusionierten
Aortenklappen. Dies bestétigt die 0.g. Hypothese von Fernandez bzgl. der Entitaten
[55].
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6. Fazit

Die hier vorgelegte Studie untersuchte die Genexpression in der Aortenwand von
Patienten mit tricuspiden, bicuspiden und unicuspiden Aortenklappen in verschiedenen
Lokalisationen der Aorta mit und ohne Aneurysma der Aorta ascendens. Die
Genexpressionsmuster in den vier untersuchten Lokalisationen in der Aortenwand von
Patienten mit unterschiedlichen Aortenklappenanomalien und in ihrer Beziehung zur
Dilatation der Aorta ascendens unterscheiden sich. Dies bekraftigt die Hypothese, dass
spezifische Genmutationen bereits in der Embryogenese von kardialen Anomalien als
auch in der Entwicklung der mit ihnen assoziierten Aortenaneurysmen

ausschlaggebend sind.

Die These einer rein hamodynamisch induzierten Aneurysmaentwicklung in Folge von
Aortenklappenvitien konnten wir in unserer Studie nicht belegen. Bei Patienten mit
bicuspiden Aortenklappen, bei denen das hdmodynamische Flussprofil vorwiegend mit
Ausrichtung gegen die konvexe Seite der Aorta ascendens gerichtet ist, was mit
erhohten Scherkréften und damit Hochregulierung der eNOS-Genexpression
einhergehen musste, ist in unserer Studie kein signifikanter Unterschied in der eNOS-
Genexpression nachzuweisen. Zudem zeigt sich bei Patienten mit tricuspiden
Aortenklappen, welche kein exzentrisches Flussprofil haben, eine Hochregulierung der
eNOS-Genexpression in der Konkavitat.

Eine Korrelation der GATA5- Expression mit der eNOS-Expression, wie wir in einer
frheren Studie beobachtet haben [77], konnten wir in der hier vorgelegten Studie nicht

nachweisen. Mdgliche Ursache hierfir sind ko- und posttranskritionale Modifikationen.

Eine unterschiedliche COL3Al-Genexpression weist auf eine unterschiedliche
Degeneration der Aortenwand aufgrund fibrotischer Veranderungen hin [185]. Zum
einen konnten Chen YJ et al. durch mechanische Dehnung von Fibroblasten eine
reduzierte COL3AL1-Genexpression nachweisen [25]. Dies Kkorreliert in unserem
Patientenkollektiv mit Patienten mit bicuspider Aortenklappe und Aortendilation. Auch
Hope et al. wiesen bereits mittels 4ADMRT erhdhte Flussprofile in diesen Lokalisation
nach [79]. Diese Beobachtungen sprechen fur eine hamodynamische Genese der
Aneurysmen. Jedoch wirde dies nicht die regionalen Genexpressionsunterschiede der
Patienten mit unicuspiden oder tricuspiden Aortenklappen erklaren. Hier kdnnte man
einen Zusammenhang der COL3A1-Genexpression in der Aortenwand, welche durch
die Aktivitat des TGF-B-Signalweges beeinflusst wird, als Ursache postulieren [90,
182]. Abbildung 95
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Desweiteren bestétigte sich in unseren Resultaten die bereits durch Fernandez et al.
publizierte Beobachtung, dass es bei unterschiedlichen Fusionstypen unterschiedliche
COL3A1-Genexpressionen gibt und es somit naheliegt, dass diese eigenstandige

Entitdten der Aneurysmen darstellen.

In dieser Studie konnten wir die Beobachtungen von Lindsay et al., dass Mutationen in
den TGF-B -Rezeptor-Genen nicht zu einer niedrigeren Aktivitdt des nachgeschalteten
Signalweges fuhren, sondern im Gegenteil mit einer Hochregulation der TGF-B 1-
Isoform in der Aortenwand einhergehen bekraftigen [106]. Dies untermauert auch die
von Dietz aufgestellte Hypothesse, dass es zur kompensatorischen Hochregulation des
Liganden im Falle eines mutierten TGF-B -Rezeptor-Gens kommt und somit als
mdglicher Pathomechanismus in der Genese von Aneurysmen gilt [63, 109, 110]. So
kam es bei Patienten mit dilatierter Aorta zu einer signifikant niedrigeren TGFRR1-

Genexpression im Vergleich zu Patienten mit normaler Aorta.

Desweiteren bestatigte sich in der hier vorgelegten Studie die Beobachtungen von
Forte et al., dass es bei Patienten mit BAV eine Herunterregulierung von FBN1 gibt,
welches den weiteren TGFR3-Signalweg modifiziert und somit in einer Degeneration der
Aortenwand flhrt.

Unsere Daten legen nahe, dass intrinsische Veranderungen der Proteine und ihre
Regulation tber die mRNA zur Entwicklung von Aortenaneurysmen und Dissektionen
beitragen. Zudem weisen die unterschiedlichen Genexpressionsmuster der
unterschiedlichen Klappenanomalien auch auf abweichende Pathomechanismen und

Entitaten hin.

Hierflr spricht auch, dass es bei einem mdglichen therapeutischen Ansatz durch
Blockade des Angll type | Rezeptor (AT1R), nur bei einer Subpopulation (Marfan-

Patienten) zu einem Ansprechen des Medikaments kommt [72].

Vieles von dem, was wir (ber die Atiologie von thorakalen Aortenaneurysmen und
Aortendissektion in Verbindung mit BAV beobachtet haben, basiert auf zwei
konkurrierenden oder wahrscheinlicher komplementéren, atiologischen Hypothesen
von erhohter Wandspannung und pathologischen strukturellen oder funktionellen
Defiziten der Aortenwand.

In der letzten Dekade haufen sich zunehmend Indizien fir eine entitatsspezifische

BAV-bezogene Aortopathie. Jedoch werden immer noch viele Annahmen zur
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Pathogenese von Aortopathien abgeleitet, die in Verbindung mit TAV beobachtet
werden. Das dortige Untersuchungsgut stammt ausschlielich aus im Endstadium
befindlichem Krankheitsgewebe, weil Gewebe selten im Frihstadium dieser
Erkrankung mit noch kleineren Aortendimensionen einer Untersuchung zur Verfigung
steht. Das ist verstandlich, verwehrt aber den Einblick in die Anfange der

Pathomechanismen, die spezifisch fur BAV und Aortopathie sein konnten.

Bei genauer Differenzierung einer moglichen genetischen Hypothese lassen sich 4
verschieden Mechanismen aufstellen.
Diese umfassen

® ein oder mehrere verantwortliche Gene flir Klappenanomalien, die auch
mechanistisch fir Aneurysmen zustandig sind (Pleiotropie);

(i) die unabh&ngigen Expressionen von einem oder mehreren Genen nach
einem makromorphologischen Phanotyp wie BAV  (polygene
Beeinflussung), wahrend andere Gene das Aneurysma verursachen;

(iii) zwei oder mehr Gene, die mechanistisch interagieren, um einen einzelnen
Phanotyp zu produzieren (Epistase) und

(iv) genetische Varianten, die mit hAmodynamischen Faktoren interagieren und

zur Erzeugung von Aneurysmen fihren [192].

Bisher gibt es keinen zirkulierenden Biomarker, der prospektiv Informationen fir
Aortenaneurysma oder Dissektion liefern kann. Es gibt auch keine verninftige und
sichere Methode fir die physikalische Biopsie der Aorta ascendens. Ein pragmatischer
Ansatz, um einem Ereignis in den néachsten 10 bis 60 Jahren durch gezielte
medikamentdse oder andere Therapien fir eine Hochrisikokohorte vorzubeugen,
konnte die Bewertung genetischer Marker (1. Strukturproteine der glatten
GefalBmuskultur wie Actin, Myosin und Fibrillin, 2. Regulations- und Strukturproteine
der Extrazellularmatrix wie Kollagen, Elastin und Matrixmetalloproteinasen und deren
Inhibitor und 3. Liganden und Rezeptoren des TGFR Signalweg sein) sowie die

konventionelle und molekulare Bildgebung umfassen.



7. Anhang

MUSTERBLATT

31.01.2013; Simon Gauer

100

RT-PCR
Probe C (ng/ ul)
100 A2a 144,72

Komponente 1 X Ansatz (ul 14 x Ansatz (ul)
Nuclease free water 0 -3,2*2Berechnung 0- 44,8
10x RT Buffer 2,0 28,0
10 RTRandom Primer 2,0 28,0
25x dnTPMix 100mM 0,8 33,6
RNase Inhibitor 1,0 14,0
MultiscribeRT 1,0 14,0
Total per Reaktion 6,8-10,0 95,2-140,0

Proben# H2O [pl] RNA pl MM ul EV ul

100 A2a 0 13,2 6,8 20,0

(13,82)
100 A2a 0 13,2 (13,82) 6,8 20,0
100 A2a 0 13,2 (13,82) 6,8 20,0
100 A2a LW 10,0 0,0 10,0 20,0
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