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1 Zusammenfassung

Proteinexpression der Aortenwand bei Patienten mit Aneurysma der Aorta

ascendens in Abhangigkeit der Aortenklappenmorphologie

Hintergrund

Das Vorkommen einer bicuspiden (BAV) oder unicuspiden (UAV) Aortenklappe wird mit dem
gehduften Auftreten von Aneurysmen der Aorta ascendens assoziiert. Damit einhergehende
Komplikationen wie Aortendissektion oder -ruptur werden ebenfalls haufiger und in jingerem
Patientenalter beobachtet. Um einen Zusammenhang zwischen einer aberranten
Aortenklappenmorphologie und der Ausbildung eines Ascendens-Aneurysmas zu kléren, fiihrten
wir eine Analyse wichtiger Proteine der Aortenwand durch. Hierzu gehorten die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) und der Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1).

Material und Methodik

Waéhrend Operationen an der Aortenklappe oder Aorta ascendens wurde bei 36 Patienten
intraoperativ. Gewebeproben der Aorta ascendens gewonnen. Es wurden 12 Patienten mit
tricuspider Aortenklappe (TAV), 12 Patienten mit BAV und 12 Patienten mit UAV
eingeschlossen, von denen jeweils 50% eine Dilatation aufwiesen. Im Aortengewebe wurden die
Proteinkonzentrationen von eNOS mittels Western Blot und von TGF-B1 mittels ELISA an

verschiedenen Lokalitdten der Aortenwand bestimmt.

Ergebnisse

Die Proteinkonzentration von eNOS war bei UAV und Dilatation etwas erhdht im Vergleich zu
nicht-dilatierten Proben (p = 0,0597), nicht jedoch bei TAV (p = 0,6802). Bei nicht-dilatierter
Aorta war eNOS bei BAV und UAV erniedrigt im Vergleich zu TAV (BAV p = 0,0021, UAV p
= 0,0283). Die eNOS Expression zeigte keine lokoregionaren Unterschiede oder Korrelationen

zum Aortendiameter (alle p > 0,05).

TGF-B1 zeigte bei Dilatation bei TAV eine erhohte, bei BAV und UAV eine erniedrigte
Proteinexpression im Vergleich zur nicht-dilatierten Aorta (TAV p = 0,0169, BAV p = 0,0002,
UAV p = 0,0024). Bei dilatierter Aorta war TGF-B1 bei TAV in der Wurzel hoher als in der
tubuldaren Aorta (TA) (p = 0,0020). Bei Aneurysma und BAV oder UAV war die
Proteinexpression in der Konkavitat der Aorta hoher als in der Konvexitat (BAV p = 0,2671,

UAV p =0,0505). Die Proteinexpression zeigte sich im Aneurysma bei BAV und UAV erniedrigt



im Vergleich zu TAV (BAV p = 0,0107, UAV p =0,0003). Es bestand bei BAV und UAYV eine
negative Korrelation von TGF-p1 zum Aortendurchmesser (BAV p = 0,0011, UAV p = 0,0008).

Schlussfolgerung

Die Entstehung eines Aneurysmas der Aorta ascendens bei fehlangelegter Aortenklappe scheint
mit einer erhOhten Proteinexpression von eNOS und einer erniedrigten Proteinexpression von
TGF-B1 einherzugehen. Unsere Analyse von TGF-B1 und eNOS zeigen unterschiedliche Muster
bei TAV und BAV bzw. UAV bei vorliegender Dilatation. Diese Untersuchungen weisen darauf
hin, dass bei fehlangelegter Aortenklappe eine andere Pathogenese der Ascendens-Aneurysmen

als bei TAV zugrunde liegt.



Protein expression in the aortic wall in patients with ascending aortic aneurysm

depending on aortic valve morphology

Background

Bicuspid (BAV) or unicuspid aortic valves (UAV) are associated with a high incidence of
ascending aortic aneurysms. The involved complications such as aortic dissection or rupture
appear more frequently and at a younger age. To test a relationship between an aberrant aortic
valve morphology and the development of an ascending aortic aneurysm, we hypothesized that
the analysis of proteins of the aortic wall would reveal differences. Endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) and Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1) appeared as potentially
relevant. The aim of this study was to determine the expression of these proteins within the aortic

wall.

Material and Methods

During aortic valve or aortic surgery ascending aortic wall specimen of 36 patients were
harvested. Of these, 12 patients had a tricuspid aortic valve (TAV), 12 patients had BAV and 12
patients had UAV. In each subgroup, 50% of patients had an aneurysm. We analyzed the protein
expression of eNOS via Western Blot analysis and of TGF-B1 via ELISA at different regions of

the aortic wall.

Results

Protein expression of eNOS was elevated in UAV aortas when dilatation was present (p = 0.0597),
which was not present in TAV aortas (p = 0,6802). In nondilated aortas eNOS was decreased in
BAV and UAV compared to TAV (BAV p = 0.0021, UAV p = 0.0283). There were no regional

differences of eNOS expression nor a correlation to the aortic diameter (all p > 0.05).

TGF-B1 was increased in dilated TAV specimen, but decreased in dilated BAV or UAV aortas
compared to nondilated aortas (TAV p = 0.0169, BAV p =0.0002, UAV p = 0.0024). In dilated
TAV aortas TGF-B1 expression in the aortic root was higher than in the tubular ascending aorta
(TA) (p = 0.0020). Protein expression in dilated BAV or UAV aortas showed higher levels in the
concavity compared to the convexity of the aorta (BAV p = 0.2671, UAV p = 0.0505). In dilated
BAV and UAV aortas TGF-B1 expression was decreased when compared to TAV (BAV p =
0.0107, UAV p = 0.0003). In BAV and UAV aortas there was a negative correlation of TGF-p1
and the aortic diameter (BAV p =0.0011, UAV p = 0.0008).
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Conclusion

Ascending aortic aneurysms in presence of a malformation of the aortic valve seem to be
associated with an increased expression of eNOS and a decreased expression of TGF-1. Our
analysis of TGF-B1 and eNOS show different patterns in dilated TAV aortas and dilated BAV
respectively UAV aortas. These examinations indicate an alternative pathogenesis of ascending

aortic aneurysms in the case of a malformed aortic valve when compared to TAV.

-11-



2 Einleitung
2.1 Aneurysma der Aorta ascendens

Ein Aneurysma beschreibt die lokalisierte, permanente Dilatation einer Arterie um mindestens
50% der normalen GroRe. Der normale Aortendurchmesser variiert in Abhédngigkeit von

Geschlecht, Alter und KorpergroRe eines Menschen.[40]

Aortenaneurysmen werden der Lokalisation entsprechend in thorakale und abdominale
Aortenaneurysmen unterteilt.[89] Insgesamt findet man 60% aller thorakalen Aortenaneurysmen
in der Aorta ascendens, 40% in der Aorta descendens und jeweils 10% treten im Aortenbogen
und dem thorakoabdominalen Ubergang auf, wobei sich einige Aneurysmen

segmentiibergreifend ausbreiten.[52]

Genaue Pravalenzdaten zu Aneurysmen der Aorta ascendens (AscA) sind kaum zu erfassen, da
sie in >95% der Falle asymptomatisch verlaufen.[57] AscA konnen durch sekundére
Aortenklappeninsuffizienz (Al) aufféallig und auskultatorisch nachweisbar werden oder bei
gewisser GroRe durch weitere Komplikationen Klinisch apparent werden. Jedoch wird der
Grof3teil der AscA als Zufallsbefund infolge Bildgebung anderer Indikation entdeckt.[52] Die
Pravalenz asymptomatischer AscA liegt laut Studienlage zwischen 0,16% und 0,34%.[57] Zwei
Studien zur Inzidenz der AscA zeigten im Laufe der letzten Jahre ein zunehmend haufigeres
Auftreten. Wahrend eine 1982 publizierte Studie 5,9 Falle pro 100.000 Patientenjahre zeigte,
beobachtete Clouse et al. bis 1998 bereits 10,4 Félle pro 100.000 Patientenjahre.[9,19] Ob die
Ursache hierflir in dem steigenden Durchschnittsalter der Bevolkerung oder durch vermehrte
Bildgebung eine haufigere Detektion von Aneurysmen gelingt, ist unklar.[19,55] Es wurde

hierbei kein Unterschied zwischen den Geschlechtern beobachtet.[9,19]

Die bisherige Datenlage zu AscA ist begrenzt. Abdominale Aortenaneurysmen dagegen haben
eine hohere Prévalenz und sind weitaus besser erforscht als AscA. Dies wird unter anderem darauf
zuriickgefiihrt, dass abdominale Aortenaneurysmen im Rahmen von korperlichen oder
sonographischen Routineuntersuchungen haufiger zufallig diagnostiziert werden. Bei AscA gibt
es keine vergleichbaren klinischen Untersuchungsmaglichkeiten, eine Detektion gelingt lediglich
mittels Schnittbildgebung. Die Prévalenz der abdominalen Aortenaneurysmen bei Mannern tiber
65 Jahren betragt etwa 5%. Zu den Hauptrisikofaktoren z&hlen unter anderem Nikotinabusus,
Geschlecht, arterielle Hypertonie, Alter und Atherosklerose.[52] Fir AscA scheinen diese
Risikofaktoren nicht zuzutreffen. In héherem Alter spielt auch hier die Atherosklerose eine
relevante Rolle. Aber gerade bei den jlingeren Patienten mit AscA weisen die bisherigen Studien

auf eine strukturelle Stoérung der Aortenwand hin.[15,57,90]

Unabhangig von den zugrunde liegenden Risikofaktoren zeigen sowohl AscA als auch

abdominale Aortenaneurysmen eine GroéRRenprogredienz im Laufe der Zeit. In einer Studie mit
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230 Patienten wurden Uber einen Zeitraum von ca. 10 Jahren die Wachstumsraten und
Komplikationsrisiken von AscA verfolgt. Es zeigte sich, dass AscA mit einem
Ausgangsdurchmesser von 4cm ein Wachstum von 0,08cm pro Jahr aufweisen. Bei einem
Durchmesser von 8 cm vergroRerte sich die Wachstumstendenz auf 0,16cm pro Jahr.[22]
Insbesondere das Auftreten von Komplikationen wurde bei groferem Aortendurchmesser
héaufiger beobachtet. [17,22]

2.2 Komplikationen des AscA

Bei AscA besteht ein erhdhtes Risiko fiir potentiell letale Komplikationen wie eine Dissektion
oder Ruptur. Als Dissektion bezeichnet man den Einriss der inneren Schichten der Gefalwand -
der Tunica intima und Tunica media - mit konsekutivem Einstromen von Blut in das entstandene
falsche Lumen. Die Aortendissektion lasst sich unterteilen nach DeBakey- oder Stanford-
Klassifikation.[40] [s. Abb. 1]

Aortic dissection classification (two systems)
Ny S A
y _/ )
Tear |y Tear [y | ] [~ Tear
- True ' -
o——Iumen
o—False | ‘
lumen
y |_
ye o
%
DeBaley | DeBakey Il DeBalcey IlI
(tear in the (tear confined to  (tearin the
ascending aorta the ascending descending
that propagates aorta) aorta)
to the arch) Stanford B
(tear in the
Stanford A descending
(tear in the ascending aorta) aorta)

¢ Abbildung 1. Schematische Darstellung der Typen einer Aortendissektion
Entsprechend der DeBakey- und Stanford-Klassifikation.[40]

Die Haufigkeit fiir eine Dissektion oder Ruptur liegt durchschnittlich bei jeweils 3,5 pro 100.000
Patientenjahre.[20] Die Inzidenz einer Aortendissektion bei vorliegendem AscA wird je nach
Studie mit bis zu 16,3 pro 100.000 Patientenjahre angegeben.[40]

Bei Auftreten einer akuten Dissektion Typ A (DeBakey) besteht ohne Therapie in den ersten 48
Stunden nach Einsetzen der Symptome eine 1-2%-ige Mortalitat pro Stunde.[40] Selbst bei

operativer Versorgung existiert eine Krankenhausmortalitat von 26%.[47] Die Ruptur eines ASCA
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weist eine deutlich schlechtere Prognose auf. Etwa 59% der Patienten versterben vor Erreichen

des Krankenhauses und auch perioperativ existiert eine hohe Mortalitat von 23,4 — 28,6%.[17,55]

Das Risiko einer Dissektion oder Ruptur eines Aortenaneurysmas steigt mit wachsendem
Diameter. Die jéhrliche Inzidenz einer Aortendissektion oder -ruptur liegt bei kleinem
Aneurysma von 4,0 - 4,9cm bei 2% und steigt bei einem Diameter von 6,0cm und gréRer auf
6,9% an.[31]

Aufgrund dieser schwerwiegenden Komplikationen wird eine prophylaktische operative
Versorgung bei AscA ab einem Durchmesser von 5,5cm empfohlen.[17,90] Unter gewissen
Umstéanden kann eine chirurgische Intervention bereits friiher erwogen werden, beispielsweise
bei sehr schnell wachsendem Aneurysma, Auftreten von aneurysma-assoziierten Symptomen
oder einer relevanten Al. Aufgrund des erhdhten Risikos fir Aortendissektion oder -ruptur wird
bei vorliegender bicuspider (BAV) oder unicuspider (UAV) Aortenklappe, Marfan-Syndrom
(MFS) und familidarem AscA ebenfalls friiher interveniert.[55,89]

2.3 Familiare AscA

Bereits 1997 zeigten Biddinger et al. eine familidre Haufung fiir das Auftreten von AscA.[10]
Bei einem Teil dieser Patienten mit familidrem AscA liegt eine syndromale Erkrankung zugrunde,
wie z.B. MFS, Loeys-Dietz-Syndrom (LDS) oder Ehlers-Danlos-Syndrom. Diese Patienten

prasentieren in der Regel weitere systemische Manifestationen der Erkrankung.[55,60]

Ein grofRer Teil der Patienten zeigt jedoch ein auf die Aorta beschrénktes Krankheitsbild. Coady
et al. evaluierte bei Patienten mit AscA ohne syndromale Erkrankung in 19,3% eine positive
Familienanamnese (Familienangehdrige ersten Grades) fur Aortenaneurysmen.[21] Diese
Patienten leiden an sogenannten familidren, nicht-syndromalen AscA. In Familien mit einer
solchen erblichen Pradisposition konnte mehrheitlich ein autosomal-dominanter Erbgang
ermittelt werden.[3,21] In den vergangenen Jahren wurde vermehrt genetische Loci identifiziert,
die im Zusammenhang mit nicht-syndromalen AscA stehen. Es ist anzunehmen, dass der Anteil
an familiar bedingten AscA bei Uber 20% liegt.[57]

AscA manifestieren sich bei Patienten mit familidrer Komponente durchschnittlich 3 bis 7 Jahre
friher als sporadische AscA.[3,21] Familidre AscA weisen zudem mit 0,21cm/Jahr eine hohere
Wachstumsrate auf als sporadische AscA mit 0,16cm/Jahr.[3] Es ist davon auszugehen, dass sich
darin die verifizierbare friihere Manifestation der familidren, nicht-syndromalen AscA begriindet.

Beide Erkenntnisse legen einen erblichen Defekt der Aortenwand nahe.

Nicht nur dem Auftreten eines AscA scheint eine kongenitale Ursache zugrunde zu liegen. Auch

die embryonale Anlage der Aortenklappe weist einen hereditdren Mechanismus auf. So liegt z.B.
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bei Patienten mit BAV eine familiare Haufung vor.[51] Zudem wird bei Patienten mit

Aortenklappenanomalien ein erhéhtes Auftreten von AscA beobachtet.[92]

2.4 Morphologie der Aortenklappe

Die Aortenklappe besteht reguldr aus drei Klappentaschen, welche durch Kommissuren
voneinander getrennt sind. Bei der tricuspiden Aortenklappe (TAV) bezeichnet man diese

Taschen als Valvulae semilunares sinistra, dextra und posterior.[89] [s. Abb. 2]

2

l

& Abbildung 2. Schematische Darstellung einer TAV
(R = rechte Klappentasche, L = linke Klappentasche, A = acoronare Klappentasche)

Bei einer BAV liegen nur zwei Klappentaschen vor. Es gibt verschiedene Konfigurationen der
BAV. Je nach Position oder Vorhandensein einer Raphe werden diese unterteilt in verschiedene
Fusionstypen.[90] [s. Abb. 3]

¢ Abbildung 3. Schematische Darstellung der Varianten einer BAV
Rechts-links Fusion (a), Links-acoronare Fusion (b) und Rechts-acoronare Fusion (c). (R = rechte
Klappentasche, L = linke Klappentasche, A = acoronare Klappentasche)

Hierbei sind entweder embryologisch lediglich zwei Taschen angelegt (7%) oder Taschen
miteinander fusioniert (93%). Bei einer Fusion entsteht eine Raphe mit falscher Kommissur
zwischen den Taschen, die am hdufigsten zwischen der rechten und der linken Klappentasche
auftritt (80%).[90]

Anhnlich ist es bei der Ausbildung einer UAV, bei der wahrend der Embryogenese eine Separation
der einzelnen Taschen voneinander ausbleibt.[91] Eine UAV kann in zwei Formen -

unikommissural oder akommissural — auftreten.[1,34] [s. Abb. 4] Bei der deutlich h&ufiger
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vorkommenden unikommissuralen UAV (91%) besteht die verbliebende Kommissur in der Regel

zwischen der acoronaren und der linken Klappentasche.[76,83]

¢ Abbildung 4. Schematische Darstellung der UAV
(Unikommissural (a) und akommissural (b). (R = rechte Klappentasche, L = linke Klappentasche,
A = acoronare Klappentasche)

2.4.1 Bicuspide Aortenklappe

Die Anlage einer BAV gehort mit einer Pravalenz von 0,9 - 2% zu den h&ufigsten angeborenen
kardialen Erkrankungen.[14,82] Wie bereits erwéhnt, besteht neben dem sporadischen Auftreten
einer BAV eine familiare Haufung und damit ein Hinweis auf eine genetische Komponente.
Hierbei liegt am ehesten eine autosomal-dominante Vererbung mit unvollstdndiger Penetranz

vor.[51] Insgesamt scheinen Mé&nner deutlich haufiger betroffen zu sein als Frauen.[39,47,64]

Bei VVorliegen einer BAV erhoht sich das Risiko fiir die Ausbildung eines AscA und das Auftreten
einer Aortendissektion.[40,47,90] Auch unabhéngig von der Klappenfunktion konnte ein
erhdhtes Auftreten einer Aortendilatation bei BAV verglichen mit TAV nachgewiesen
werden.[13,74,78] Die Prévalenz wird variierend zwischen 20 und fast 80% angegeben, wobei
die meisten Studien bei BAV eine Dilatation in 40 bis 50% beobachteten.[25,64,67,74]

Eine Aortendilatation scheint sich bei vorliegender BAV bereits in jungeren Jahren zu
manifestieren. In einer Studie zeigte sich bei Patienten mit dilatierter Aorta bei BAV ein
Durchschnittsalter von 40,6 Jahren verglichen mit 56,4 Jahren bei TAV.[11]

Generell fallt bei AscA bei vorliegender BAV eine hohere Wachstumsrate als bei Patienten mit
TAV auf. Analog zu den Erkenntnissen zur TAV neigen AscA bei bestehender BAV ebenfalls zu

starkerem Wachstum mit steigendem Aortendurchmesser.[92]

Des Weiteren treten Komplikationen wie eine Aortenklappendysfunktion gehéauft auf. Fir das
Vorliegen oder Auftreten einer Al besteht bei BAV eine Prévalenz von 47 — 70%. Das
Krankheitsbild tritt in vergleichbar jungem Patientenkollektiv auf. Auch eine Stenosierung der
Aortenklappe manifestiert sich bei BAV im Vergleich zu TAV héaufiger und durchschnittlich 5 —
10 Jahre friiher.[28,47,64]
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2.4.2 Unicuspide Aortenklappe

Die Formation einer UAV tritt deutlich seltener auf als eine BAV. Bei 0,02% der Patienten, die
zu einer Echokardiographie berwiesen wurden, entdeckte man inzidentell eine UAV.[1,76]
Jedoch ist die Nachweisbarkeit einer UAV durch ein Echokardiogramm nicht sehr zuverlassig.
Bei Patienten, die aufgrund einer isolierten Aortenklappenstenose (AS) elektiv operiert wurden,
fiel eine deutlich héhere Inzidenz einer UAV bei bis zu 5% der Patienten auf.[85] Auch bei der
UAV wird ein deutlich hdufigeres Auftreten bei Méannern beobachtet.[85] Im Gegensatz zur BAV
wird der Entstehung der UAV keine familidre Haufung zugeschrieben. Bisher existiert ein

Fallbericht tiber das gleichzeitige Auftreten einer UAV bei Geschwistern.[54]

Klappendysfunktionen treten bei Patienten mit UAV hdufiger auf als bei BAV und manifestieren
sich friher. Bei 92% der Patienten mit UAV entsteht eine AS. Im Durchschnitt stellen sich
Patienten mit UAV und AS 10 - 20 Jahre friiher zur Operation vor als vergleichbare Patienten mit
BAV und sogar 20-30 Jahre friher im Vergleich zu TAV.[78] Eine operative Intervention wird
bei Patienten mit UAV durchschnittlich in der 3. - 5. Lebensdekade notwendig.[76,89]

Auch Komplikationen wie eine Dilatation der Aorta wurde bei vorliegender UAV in bis zu 48%
beobachtet.[78] Das Risiko fiir eine Dissektion ist bei UAV ca. 5 - 9-mal héher als in der
Gesamtpopulation und 18-mal hoher als bei gesunden Patienten mit TAV.[71,76]

2.5 Dilatation der Aorta ascendens

2.5.1 Pathogenese

Die Aorta ascendens beginnt an der Aortenwurzel, geht am sinutubuléren Ubergang (ST) in die
TA iber und endet im Aortenbogen.[63] [s. Abb. 5]

Aortenbogen

Tubuldre Aorta

Sinutubulérer

Aortenwurzel (J Ubergang

¢ Abbildung 5. Schematische Darstellung der Aorta ascendens
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AsCA unterscheiden sich in der Pathogenese signifikant von Aneurysmen der Aorta descendens
sowie der Aorta abdominalis. Hier sind vor allem arterielle Hypertonie, Nikotinabusus und
Artherosklerose relevant.[51-52] Bei AscA spielen diese Risikofaktoren eine untergeordnete
Rolle. Diese sind haufiger mit genetischen Mutationen, Bindegewebserkrankungen oder

angeborenen Aortenklappenanomalien assoziiert.[92]

Histopathologisch lasst sich in AscA eine Mediadegeneration nachweisen.[11,40] Diese ist
charakterisiert durch den Verlust von elastischen Fasern sowie glatten Muskelzellen und einer
Ablagerung von Proteoglykanen in der Aortenwand.[33] Die Belastungsfahigkeit der
Aortenwand basiert auf der Starke der Extrazelluldrmatrix (EZM). Gehen hier stabile Strukturen
wie Elastin oder Kollagen zugrunde, wird die Aortenwand geschwaécht und dilatiert
konsekutiv.[52] Auch das Risiko fir eine Dissektion ist bei Schwachung der Aortenwand durch

Mediadegeneration signifikant erhoht.[10,47]

Eine Mediadegeneration mit Verlust der elastischen Fasern konnte bei Patienten mit angeborenen
Aortenklappenanomalien (BAV oder UAV), die an einer Dissektion verstarben, in 90% der Falle
nachgewiesen werden.[83] Bei Vorliegen einer BAV konnte dies auch beobachtet werden, selbst
wenn die Aorta nicht-dilatiert war und trat im Vergleich zu Patienten mit TAV deutlich haufiger
auf.[27,66,90]

Diese Erkenntnisse legen nahe, dass eine pathophysiologische Gemeinsamkeit zwischen dem
Vorliegen einer abnormalen Klappenmorphologie und Verdnderungen der Aorta ascendens
besteht.

Was jedoch die genaue Ursache der Mediadegeneration darstellt, ist Gegenstand aktueller
Forschung. Zur Erklarung der Pathogenese des AscA werden zwei populdre Theorien

angewendet: 1. die Stromungshypothese und 2. die Genetikhypothese.

2.5.2 Stromungshypothese
Die erste Theorie ist die sogenannte Strémungshypothese. Sie wird wie folgt begrindet:

Auf die Aortenwand wirken verschiedene Krafte. Hieraus resultieren vor allem die Schub- und
die Wandspannung. Die Aorta reagiert auf Verdnderungen dieser Krafte und versucht sich

entsprechend anzupassen.[92]

Die Schubspannung (t) ergibt sich aus tangential einwirkender Reibung des Blutes an der
GeféaRwand. Sie ist abhé&ngig von Viskositat und Stromungsgeschwindigkeit des Blutes und wirkt

auf das Endothel. Man kann sie mit folgender Formel berechnen:
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M = Blutviskositat, Q = Volumenfluss, r = Radius [60]
Eine Erhéhung der Schubspannung resultiert in einer Dilatation des GeféaRes.[38,59]

Die sogenannte Wandspannung (K) wirkt senkrecht auf die gesamte Zirkumferenz der Aorta und

lasst sich nach dem Laplace-Gesetz berechnen:

K_er
"~ h

P = intravasaler Druck, r = Radius, h = Dicke der Aortenwand [92]

Ein erhohter Druck in der Aorta resultiert in einer verdickten Media.[29] Durch die stérkere

Aortenwand soll entsprechend dem Laplace-Gesetz die Wandspannung reduziert werden.[60]

Es konnte gezeigt werden, dass Turbulenzen im  Blutfluss und  hohere
Stréomungsgeschwindigkeiten in gesteigerter Schubspannung auf die Aortenwand resultieren.[92]
Eine erhdhte Schubspannung flihrt zu Umbauprozessen der EZM der Aortenwand. In der Folge
kommt es zu einer Dilatation der Aorta, wodurch die auf die Aorta wirkende Schubspannung
sinkt.[60] Mit steigendem Diameter verliert die Aorta an Dehnbarkeit und es erhéht sich die
vorliegende Wandspannung. Dies flihrt zu erhthtem Risiko fur Komplikationen wie Ruptur oder
Dissektion.[40]

Bei Patienten mit BAV und dilatierter Aorta ascendens konnten Veranderungen der Aortenwand
mit lokalen Unterschieden nachgewiesen werden; die Gefalwand war vor allem an der
Konvexitat der Aorta geschadigt.[24] Zudem zeigten sich Verdnderungen der EZM der konvexen
Aorta in Patienten mit BAV ohne bereits vorliegendes Aneurysma.[26] Solche Veranderungen
konnten auch ohne hohergradige Stenose bei vorliegender BAV beobachtet werden, sodass diese

auf die exzentrische Klappenoffnung zuriickgefihrt werden.[67,84]

Mdoglicherweise kommt es demnach bei BAV und auch UAV aufgrund der divergenten
Geometrie der Aortenklappe zu einem verénderten Stromungsmuster in der Aorta und konsekutiv

zu strukturellen Verédnderungen in der Wand der Aorta ascendens.[26]

2.5.3 Genetikhypothese
Eine alternatives Erklarungsmodell bietet die sogenannte Genetikhypothese.

Waéhrend der Embryogenese entstehen die Strukturen des linksventrikularen Ausflusstrakts — u.a.
Aortenklappe, Aorta ascendens und Aortenbogen - gemeinsam aus der Neuralleiste.[11,54]
Aufgrund der beobachteten familidren Haufung von sowohl AscA als auch BAV l&sst sich daher

eine gemeinsame genetische Ursache beider Erkrankungen vermuten.[10,50]
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Eine Mediadegeneration wurde bei Patienten mit BAV beobachtet, auch wenn die Aortenklappe
intakt war und die Aorta nicht dilatiert.[11,47] Ahnliche histologische Veranderungen wurden
dartiber hinaus auch im Truncus pulmonalis bei Patienten mit BAV nachgewiesen.[27] Das
gehé&ufte Auftreten von Aortenisthmusstenosen bei BAV auch ohne Vorliegen einer syndromalen
Erkrankung sprechen ebenfalls dafiir, dass die Entwicklung der Aortenklappe mit der

Entwicklung der Aorta ascendens bis hin zum Ligamentum arteriosum zusammenhangt.[92]

Zudem spricht das Vorliegen einer Dilatation der Aorta ascendens bereits bei jungen Patienten
mit BAV fir einen angeborenen Defekt der Entwicklung von Aortenklappe und Aorta
ascendens.[11,47] Eine Studie zeigte einen erhohten Diameter der Aorta ascendens und eine
erhdhte Wachstumsrate derselben bereits bei Kindern mit BAV.[95] Auch der Grad der
Klappendysfunktion scheint nicht mit dem AusmaR der Dilatation oder Aortenwandverdnderung
in Zusammenhang zu stehen.[27,28] Diese Erkenntnisse machen eine sekundére Dilatation der

Aorta unwahrscheinlich.

Bisher sind 29 Gene bekannt, die mit der Entstehung von AscA assoziiert werden. Die betroffenen
Proteine gehoren weitgehend zur EZM, dem Kontraktionsmechanismus bzw. Metabolismus der
glatten GefaBmuskulatur oder dem Signalweg des Transforming Growth Factor Beta (TGF-
B).[15] Hierbei zeigt sich eine groBe Uberschneidung der bekannten genetischen Mutationen
zwischen den syndromalen (z.B. MFS, LDS) und nicht-syndromalen AscA.[15] Zudem belegen
Studien, dass eben diese syndromalen Erkrankungen tberdurchschnittlich hdufig und fruhzeitig
in Zusammenhang mit der Ausbildung von AscA stehen.[52] Weiterhin wurde das LDS mit einem
gehduften Auftreten von BAV assoziiert.[53] Bei vielen dieser syndromalen Erkrankungen
bestehen kardiale Auswirkungen nicht nur im Sinne eines AscA. Es werden z.B. bei Patienten
mit MFS uberdurchschnittlich haufig Aortenklappendysfunktionen oder
Aortenklappenanomalien beobachtet.[63,86]

Aber auch familidre, nicht-syndromale AscA prasentieren sich friiher als sporadische AscA und
zeigen eine erhdhte Wachstumsrate.[3] Dies spricht daflir, dass die betroffenen Patienten

ebenfalls eine genetische Pradisposition fir eine Schwachung der Aortenwand haben kdnnen.

Bislang konnten dhnliche sowie auch weitere Genmutationen sowohl mit der Ausbildung von

BAV als auch mit familiaren, nicht-syndromalen AscA in Verbindung gebracht werden.[36,90]

2.6 Fragestellung

Epidemiologische Daten zeigen ein gehduftes gemeinsames Auftreten von BAV bzw. UAV und

AscA. Bisher sind einige genetische Defekte im Zusammenhang mit der Ausbildung von AscA
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sowohl im Rahmen syndromaler als auch nicht-syndromaler AscA bekannt. AuRerdem gibt es

einige Mutationen, die mit der Ausbildung von BAV und AscA assoziiert wurden.

Wir wissen, dass Mutationen in den Genen des TGF-B-Signhalweges zu Krankheitsbildern fuhren,
die mit dem Vorkommen von AscA assoziiert sind. Bei Patienten mit MFS liegt eine Mutation
mit konsekutivem Funktionsverlust von Fibrillin-1 vor, einem Strukturprotein der EZM, welches
Uber den TGF-B-Signalweg regulatorisch wirksam ist.[40,51] Mutationen in den Genen fiir die
TGF-B-Rezeptoren 1 und 2 verursachen das LDS.[15,40,61] Es ist bekannt, dass unter
physiologischen Bedingungen TGF-f in einen Teil der regulatorischen Mechanismen in der
Aortenwand und der Embryogenese des kardiovaskuldren Systems involviert ist.[40] Von den

TGF-B-Unterformen ist TGF-B1 in der Tunica media der Aortenwand am starksten vertreten.[41]

Des Weiteren wurde in bisherigen Studien die Relevanz von endothelialer Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) in der embryologischen Genese der Aortenklappe
beschrieben. In einer Studie mit eNOS Knockout-Mausen bildeten 42% eine BAV verglichen mit
0% der Wildtyp-Mause aus.[59] Bei Patienten mit bestehender BAV konnte verglichen mit TAV
eine Veranderung des eNOS Gehaltes der Aorta nachgewiesen werden, diese war unabhé&ngig von

der Klappenfunktion und spricht auch hier wieder fiir eine mégliche angeborene Konstitution.[2]

Aufgrund dieser bisherigen Erkenntnisse untersuchten wir die Proteinexpression von TGF-p1 und
eNOS in der Aortenwand von Patienten mit normalweiter und dilatierter Aorta sowie

unterschiedlichen Klappenmorphologien.

Unter der Annahme, dass die Stromungshypothese zutreffend sei, wéren regionale Abweichungen
der Proteinexpression zu erwarten. Des Weiteren wirden die Proteine in der dilatierten verglichen

mit der normalweiten Aorta ascendens ebenfalls unterschiedlich exprimiert werden.

Dahingegen liegt es nahe, dass bei Richtigkeit der Genetikhypothese ein uniformes
Verteilungsmuster der Proteine vorliegen musste. Dariiber hinaus bestiinden Unterschiede auf
Proteinebene zwischen den verschiedenen Klappenmorphologien als Ausdruck einer genetischen

Fehlanlage.

Daher untersuchten wir, ob auf Proteinebene abnormale Verhaltnisse der oben genannten Proteine

existieren und ob lokoregiondre Unterschiede bestehen.
Somit kommen wir zu folgenden Fragestellungen:
1. Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

a. Weist die Aortenwand von Patienten mit angeborener Anomalie der Aortenklappe
und Aortendilatation im Vergleich zu Patienten mit regulérer Aortenklappe und

normaler Aorta ascendens eine unterschiedliche Expression von eNOS auf?
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b. Gibt es bei Anomalien der Aortenklappe lokoregiondre Unterschiede in der

C.

Expression von eNOS?

Gibt es Unterschiede in der Expression von eNOS zwischen BAV und UAV?

2. Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1)

a.

Weist die Aortenwand von Patienten mit angeborener Anomalie der Aortenklappe
und Aortendilatation im Vergleich zu Patienten mit reguldrer Aortenklappe und

normaler Aorta ascendens eine unterschiedliche Expression von TGF-B1 auf?

Gibt es bei Anomalien der Aortenklappe lokoregiondre Unterschiede in der
Expression von TGF-$1?

Gibt es Unterschiede in der Expression von TGF-p1 zwischen BAV und UAV?
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3 Material und Methodik
3.1 Studiendesign

In unserer Studie wurden operativ gewonnene Gewebeproben der Aorta ascendens von 36
Patienten untersucht, die sich einer offenen Operation der Aortenklappe mit oder ohne
Ascendens-Ersatz unterzogen. Die Operationen erfolgten zwischen November 2010 und
September 2014 am Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg. Eingeschlossen wurden
Patienten mit AS, Al oder kombiniertem Aortenklappenvitium (KAV) mit oder ohne Aneurysma
der Aorta ascendens. Ausschlusskriterien waren bekannte syndromale Erkrankungen (z.B. MFS,
LDS) oder Infektionskrankheiten wie HIV oder Hepatitis. In den Proben wurde der Proteingehalt
von eNOS und TGF-B1 bestimmt und auf unterschiedliche Expression in den verschiedenen
Subgruppen untersucht. Zusétzlich ~ wurden  Anamnesedaten und klinische

Untersuchungsergebnisse ausgewertet.

Eine Zustimmung seitens der Ethik-Kommission bei der Arztekammer des Saarlandes lag vor
(Kenn-Nr.: 205/10).

Ziel der Studie war es, die Pathogenese der AscA durch Evaluation dieser Proteine in der

Aortenwand besser zu verstehen.

3.2 Probengewinnung

Préoperativ wurde nach vollstandiger Aufklarung ein schriftliches Einverstandnis aller Patienten
zur Probengewinnung eingeholt. Indikation fiir die Operation war ein Aortenklappenvitium (AS,
Al, KAV) mit oder ohne Aneurysma der Aorta ascendens. Es erfolgten eine Rekonstruktion oder
ein Ersatz der Aortenklappe gegebenenfalls mit simultanem Ersatz der Aorta ascendens. Bei allen
Patienten wurde vor Beginn der Operation eine transésophageale Echokardiographie (TEE) zur
Bestimmung der maximalen Diameter der Aorta ascendens durchgefiinrt. Gemessen wurde auf
Hohe des aortoventrikularen Ubergangs (AV), des Sinus Valsalva (SV), des ST und der TA. [s.
Abb. 6]
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& Abbildung 6. Schematische Darstellung der Lokalisationen der TEE Messungen
(TEE = trans6sophageale Echokardiographie, TA = tubulare Aorta ascendens, ST = sinutubularer
Ubergang, SV = Sinus Valsalva, AV = aortoventrikularer Ubergang)

Die Aorta wurde ab einem maximalen Durchmesser (AV, SV, ST oder TA) > 40 mm als dilatiert
(D) angesehen. Patienten mit einem maximalen Aortendurchmesser < 40 mm galten in unserer
Studie als nicht-dilatiert (ND). Die dilatierte Aorta wurde entsprechend der Ratio der
Durchmesser auf SV und TA Hohe in zwei Dilatationstypen unterteilt, je nachdem ob SV < TA
war (D1) oder nicht (D2). [s. Abb. 7]

¢ Abbildung 7. Schematische Darstellung der Dilatationstypen
D1 = SV<TA (a) und D2 = SV>TA (b). (TA = tubulére Aorta ascendens, SV = Sinus Valsalva)

Die Morphologie der Aortenklappe wurde wéhrend der Operation durch den Chirurgen
determiniert (TAV, BAV, UAV).

Daraus ergaben sich sechs Patientengruppen, die im weiteren Verlauf analysiert wurden.

— Tricuspide Aortenklappe, dilatierte Aorta ascendens (TAVD)
— Bicuspide Aortenklappe, dilatierte Aorta ascendens (BAVD)
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— Unicuspide Aortenklappe, dilatierte Aorta ascendens (UAVD)

— Tricuspide Aortenklappe, nicht-dilatierte Aorta ascendens (TAVND)
— Bicuspide Aortenklappe, nicht-dilatierte Aorta ascendens (BAVND)
— Unicuspide Aortenklappe, nicht-dilatierte Aorta ascendens (UAVND)

Intraoperativ wurden Gewebeproben von verschiedenen Lokalitaten der Aortenwand gewonnen.
Von allen Patienten wurde Probenmaterial auf Hohe der AV sowohl von der Konvexitét (A1) als
auch der Konkavitat (A2) der Aorta ascendens entnommen. Nur den Patienten, die einen Ersatz
der Aorta ascendens erhielten wurden weitere Proben der dilatierten TA entnommen; ebenfalls
jeweils von der Konvexitéat (B1) und der Konkavitat (B2) des GefaRes. [s. Abb. 8]

& Abbildung 8. Schematische Darstellung der Probenentnahmestellen

Die Proben wurden umgehend steril in Flissigstickstoff (-196°C) schockgefroren und

anschlielend langfristig bei -80°C gelagert.

Klinische Daten der eingeschlossenen Patienten wurden prospektiv erhoben und dokumentiert,

hierzu gehdrten Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen und Medikamenteneinnahmen.

3.3 Proteinisolierung

Zur weiteren Verarbeitung der Proben wurden zundchst die Zellen der Gewebestiicke lysiert und
die Proteine mittels «Protein Quant Sample Lysis Kit» (Life Technologies, Nr. 4448536, Lot
00317896) isoliert. Im Kitwar ein Sample Lysis Buffer enthalten. Zusétzlich wurden ein Protease
Inhibitor (Protease Cocktail Set I, Calbiochem, Nr. 539131) und ein Phosphatase Inhibitor
(Phosphatase Cocktail Set 11, Calbiochem, Nr. 524625) zugesetzt.

-25-



Zunachst wurden im Eisbad 500ul des Sample Lysis Buffers in ein steriles 13ml fassendes
Réhrchen pipettiert und je 5ul Protease Inhibitor und 5ul Phosphatase Inhibitor hinzugefigt. Das
Réhrchen wurde samt Inhalt gewogen. Ein ungeféhr 50ug schweres Probenstiick wurde in das
Puffergemisch hineingegeben. Durch erneutes Wiegen wurde das exakte Gewicht des
Probenstiicks berechnet. Anschlielend wurde die Probe fur 30 Sekunden mechanisch
homogenisiert (z.B. Ultra-Turrax T25, lka Labortechnik). Die Enzyme im Puffergemisch
verhinderten eine ungewollte Denaturierung und Proteolyse der nach Zellaufschluss
freigewordenen Zellbestandteile. Das Lysat wurde bei 4°C flir 5 Minuten bei 1000G zentrifugiert
(z.B. Rotina 48R, Hettich GmbH & Co. KG) und dadurch in Proteine und Zellbestandeile
aufgetrennt. Die zytosolischen Proteine befanden sich nun in klarem Uberstand, welcher

abpipettiert und in 50ul Fraktionen bei -80°C eingefroren wurde.

Mit dem verbliebenen Sediment wurde das Protokoll ein zweites Mal durchgefiihrt, um mehr

Proteine aus dem Gewebe zu extrahieren. Auch diese Fraktionen wurden bei -80°C eingefroren.

3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Gesamtproteinmenge der Proben zu ermitteln, wurde eine Konzentrationsbestimmung
angeschlossen. Hierfiir wurde das «Micro BCA Protein Assay Kit» (Thermo Scientific, Nr.
23235, Lot OC182098A) verwendet. Dieses beinhaltete einen Albumin Standard sowie die Micro
BCA Reagenzien A, B und C. Daneben wurde erneut der zuvor verwendete Sample Lysis Buffer
bendtigt («Protein Quant Sample Lysis Kit», Life Technologies, Nr. 4448536, Lot 00317896).

Zu Beginn wurde mit den im Kit enthaltenen Reagenzien ein Arbeitsreagenz angesetzt. Fur eine
96 Well Mikrotiterplatte wurden zu 25001 Micro BCA Reagenz A sowohl 2400ul Micro BCA
Reagenz B als auch 100ul Micro BCA Reagenz C gegeben und auf dem Vortexer (z.B. M52
Minishaker, Ika Labortechnik) gemischt.

Zur weiteren Vorbereitung wurden die Standardlfsungen angesetzt, die als Referenz fiir die
spatere photometrische Messung dienten. Hierzu wurden in ein 2ml Eppendorf Reaktionsgefard
210ul Sample Lysis Buffer sowie 30ul Albumin Standard gegeben und auf dem Vortexer
gemischt. Der so entstandene Standard 1 (St1) hatte eine Albumin-Konzentration von 250ug/ml.
Von diesem Stl ausgehend wurden 6 weitere Standardlésungen mit Sample Lysis Buffer
hergestellt. Daraus ergab sich eine Standardreihe mit Konzentrationen zwischen 250g/ml bis
7,8125g/ml. [s. Tab. 1]
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Sample Lysis Albumin Albumin-
Buffer Standard Konzentration

Stl 210ul 30ul 250ug/ml
St2 120pl 120pl aus Stl 125pg/ml
St3 120ul 120l aus St2 62,5ug/ml
St4 120ul 120ul aus St3 31,25ug/mi
St 120ul 120pl aus St4 15,625ug/ml
St6 120pl 120pl aus St5 7,8125pg/mi

# Tabelle 1. Ansatzschema der Standardldsungen fur Micro BCA
(St = Standard)

Anschliefend wurden die zu messenden Proben mit Sample Lysis Buffer auf ein Verhéltnis von
1:20 verdiinnt. Zu 114pl Sample Lysis Buffer wurden 6pl Probenmaterial pipettiert und
anschlieend sorgféltig gemischt.

In eine Mikrotiterplatte (z.B. Greiner UV-Star 96-well Platte, Sigma-Aldrich, Nr. 655801)
wurden pro Well 50upl der Standard- bzw. Probenlésung pipettiert, jeweils als
Doppelbestimmungen. [s. Abb. 9] Des Weiteren wurden 50pl des Arbeitsreagenzes pro Well
hinzupipettiert. Die Platte wurde umgehend luftdicht abgeklebt.

¢ Abbildung 9. Pipettieren in Mikrotiterplatte

Nach Inkubation der Platte fuir 2 Stunden bei 37°C (z.B. Thermomixer comfort, Eppendorf) wurde
die photometrische Dichte mit einem Photometer (z.B. Infinite M200, Tecan) bei 562nm
gemessen. Zunéchst wurden jeweils die Mittelwerte (MW) der Doppelbestimmungen gebildet
und anschlieBend eine Standardkurve aus den Messungen der sechs Standards erstellt. Die aus
der Standardkurve abgeleitete Funktion zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde dazu
genutzt, um unter Beriicksichtigung des Verdiunnungsfaktors 20 die Gesamtproteinkonzentration
der Proben zu bestimmen.
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3.5 Western Blot

Zur Determinierung der Menge von eNOS in den Gewebeproben wurde eine Gelelektrophorese

durchgefihrt.

Vor Beginn des Versuchs wurden diverse Pufferlésungen angesetzt. Vom vierfach konzentrierten
Gelladepuffer «Roti Load 1, 4x» (Roth, Nr. K929.1, Lot 085225941) wurden 250ul mit 740ul
destilliertem Wasser und 10ul geléstem Bromphenolblau auf eine einfache Konzentration

verdinnt.

Fur einen Laufpuffer wurden 41,859 MOPS (21M) (Roth, Nr. 6979.4, 209,27g/mol), 24,23g Tris
(21M) (Roth, Nr. 4855.2, 121,14g/mol), 3,99g Sodium Dodecyl Sulfate ultra pure (£69,3mM)
(Roth, Nr. 2326.2, 288,38g/mol) sowie 1,53g EDTA (220,5mM) (Roth, Nr. 8043.1,
372,24g/mol) abgewogen und in 200ml destilliertem Wasser aufgeldst. Von diesem 20-fachen
Konzentrat wurden jeweils Portionen von 50ml mit 950ml destilliertem Wasser verdinnt,

wodurch wir einen einfach konzentrierten Laufpuffer erhielten.

Des Weiteren wurden 26,169 BisTris (2500mM) (Roth, Nr. 9140.2, 209,24g/mol), 20,4g Bicin
(2£500mM) (Roth, Nr. 9162.2, 163,2g/mol) und 1,86g EDTA (220,5mM) in 250ml destilliertem
Wasser geldst, wovon jeweils 50ml mit 1ml NuUPAGE Antioxidant (Invitrogen, Nr. NP00O5, Lot
1633722), 100ml Methanol und 849ml destilliertem Wasser zu einem Transferpuffer vermischt

wurden.

Ebenso wurde eine phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) angesetzt, indem ein Péckchen 10x PBS
(Genaxxon, Nr. D2016.1005) in 1000ml destilliertem Wasser aufgeldst wurde. Ein Teil davon
wurde mit 0,1% Tween-20 (Roth, No. 9127.2) versetzt, indem pro 1000ml PBS je 1ml Tween-20

hinzugefugt wurde.

Als letzte Vorbereitung wurde ein Blocking Buffer hergestellt, indem 25mg Milchpulver
(Sucofin, Magermilchpulver) in 500ml PBS/0,1% Tween-20 geldst wurden.

Zunachst wurden die Proben mit dem Gelladepuffer verdinnt. Hierfir wurde anhand der
bekannten Gesamtproteinkonzentration der Probe das VVolumen berechnet, welches exakt 7,5ug
Gesamtproteinmenge enthielt. Diese Probenmenge wurde nun mit einem Drittel des eigenen
Volumens an 4x Gelladepuffer versetzt und anschlieRend mit dem einfach konzentrierten
Gelladepuffer auf ein Gesamtvolumen 20ul aufgefillt. Hierbei wurde stets die doppelte Menge

angesetzt, damit eine Doppelbestimmung mdglich war.

Weiterhin wurde eine Markerlsung angesetzt. Hierfur wurden zu 16,5ul einfach konzentriertem
Gelladepuffer sowohl 0,5ul «MagicMark XP Western Protein Standard» (Life Technologies, Nr.
LC5602, Lot 1671128) als auch 3ul «ProSieve QuadColor Protein Marker» (Lonza Rockland, Nr.
00193837, Lot 00236068) hinzugeftigt.
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Die so angesetzten Marker- und Probenlosungen wurden 10 Sekunden zentrifugiert (z.B.
Zentrifuge 5415R, Eppendorf) und anschliefend 5 Minuten im bereits auf 70°C vorgeheizten
Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben erneut 10 Sekunden zentrifugiert.

Ein Polyacrylamidgel (<NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gels», 1.0mm, 10-well, Life Technologies, Nr.
NP0321BOXPR, Lot 14090911) wurde der Gebrauchsanweisung entsprechend vorbereitet und
in eine Western Blot Kammer (XCell SureLock Elektrophoresis Cell, Novex Life Technologies,
Nr. SN007800240) eingesetzt. Die Kammer wurde mit Laufpuffer geftllt und die leeren Taschen
mit Laufpuffer gespllt, um Luftblasen zu entfernen. In die erste Tasche des Gels wurde mit einer
geeigneten Pipettenspitze 20ul Markerlésung vorsichtig pipettiert. Die restlichen Taschen wurden
analog mit jeweils 20ul Probenldsung beflllt. Um eine gleichméRige Elektrophorese zu
gewahrleisten, wurde in freie Geltaschen 20ul Gelladepuffer pipettiert. Die fertig beladene
Western Blot Kammer wurde verschlossen und an eine konstante Spannung von 200V
angeschlossen. Die Stromstérke sollte bei Beginn tber 100mA betragen und fiel im Verlauf des
Versuchs um ca. 30 — 50% ab. Die Dauer des Gellaufs wurde individuell anhand des sichtbaren
Fortschritts der Auftrennung der Marker bestimmt und betrug ungeféhr eine Stunde. [s. Abb. 10]

& Abbildung 10. Gelelektrophorese
Schema Beftillen der Gelladetaschen (a), Progress der Gelelektrophorese (b).

In der Zwischenzeit wurde die Transfermembran fur die spétere Proteiniibertragung vorbereitet.
Hierzu wurde eine Roti-PVDF Transfermembran (Roth, Nr. T830.1) auf die GroéRe des Gels
zugeschnitten. Da die Membran hydrophob ist, muss sie mindestens 20 Minuten in ausreichend
4 °C kaltem Methanol auf dem Kipptisch aktiviert werden, da sonst der nachfolgende Laufpuffer
keinen Kontakt mit der Membran aufbauen kann. Die Membran, zwei Blotting Pads der Western
Blot Kammer sowie zwei auf die gleiche Grol3e zurechtgeschnittene Filterpapiere wurden ebenso
mit Transferpuffer getrankt.
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Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die Gelkassette gedffnet und das Gel entsprechend

folgendem Schema in die Transferkammer Gberfahrt. [s. Abb. 11]

Blotting Pad

Blotting Pad

!§§

Filterpapier

\
|
|

Membran
Gel
Filterpapier

Blotting Pad

§§!

Blotting Pad

& Abbildung 11. Schematische Darstellung Transferkammer

Diese Transferkammer wurde in die Western Blot Kammer eingesetzt und mit Transferpuffer
befillt. Um den Temperaturanstieg wahrend des Proteintransfers zu minimieren, wurden sowohl
Eis als auch destilliertes Wasser in die Kammer gefullt. Die Western Blot Kammer wurde
verschlossen und fir 60 Minuten an eine konstante Spannung von 30V angeschlossen. Hier betrug

die anfangliche Stromstérke maximal 500mA und fiel im weiteren Verlauf um maximal 50% ab.

Nach Ablauf der 60 Minuten wurde die Membran aus der Kammer entfernt und in 4°C kaltem

destilliertem Wasser 20 Minuten gekuhlt.

Im Anschluss wurde die Membran mit spezifischen Antikdrpern inkubiert. Um eine unspezifische
Bindung der Antikorper mit freien Proteinbindungsstellen auf der Membran und damit das
Auftreten von Fehlbanden zu verhindern, wurde die Membran vorher mit Blocking Buffer

bedeckt und mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Kipptisch geschwenkt.

Zum Férben der Membran wurde zundchst ein primares Antikdrpergemisch (AK1) verwendet,
welches sowohl unser Zielprotein eNOS als auch B-Actin als Referenzbande darstellte. Hierflr
wurde Blocking Buffer mit «Anti-eNOS/NOS Type Il (Mouse)» (BD Transduction Laboratories,
Nr. 610296, Lot 4077705) im Verhéltnis 1:1.000, sowie mit «B-Actin (8H10D10) Mouse mAB>»
(Cell Signaling Technology, Nr. 3700S, Lot 7) im Verhaltnis 1:200.000 angesetzt.

Die Membran wurde nach dem Blocken in diesem Antikérpergemisch AK1 bei 4°C lber Nacht
auf dem Kipptisch inkubiert. Nach Entfernen des AK1 am Folgetag erfolgte das Waschen der
Membran in 4 Schritten fur jeweils 20 Minuten auf dem Kipptisch nach folgendem Schema: PBS
— PBS/Tween-20 — PBS/Tween-20 — PBS.

-30-



Nun wurde ein Antikérpergemisch (AK2) hergestellt, indem Blocking Buffer mit «Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG (H+L)» (Jackson Immuno Research, Nr. 115-035-
146) versetzt wurde (Verdiinnung 1:1.000).

Nach dem Waschprozess wurde die Membran mit dem Antikérpergemisch AK2 bedeckt und eine
weitere Stunde auf dem Kipptisch inkubiert. Nach diesem Vorgang wurde die Membran nach

oben genanntem Schema erneut vier Mal gewaschen.

Die Detektion des Sekundarantikdrpers erfolgte durch Chemolumineszenz, indem die
Lichtemission von Luminol genutzt wurde. Hierfiir wurde die Membran zwei Minuten mit «Super
Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate» (Thermo Scientific, Nr. 34096) benetzt und
anschliefend im Lumi Fusion SL Advance Multi-Imagingsystem (PEQLAB) entwickelt und
digitalisiert. [s. Abb. 12]

— eNOS

S WD s —

Pmpa———_ B-Actin

& Abbildung 12. Beispielbild eNOS Western Blot
(M = Marker, SP = Stichproben, eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase)

3.6 Erfassung Ergebnisse der Western Blots

Die digitalen Bilder der eNOS Western Blots wurden anschlieBend mit der Analysensoftware
B10-1DAdvanced (Vilber Lourmat GmbH) ausgewertet. Anhand optischer Dichte und GroRe
wurde fir jede Bande ein einheitsloser Mengenwert ermittelt. Eine absolute Bestimmung der
Proteinmenge war demzufolge nicht moglich. Aus diesem Grund war in den Versuchen neben
dem zu analysierenden Protein in jeder Bande ein Referenzprotein als Ladekontrolle gemessen

worden: B-Actin.

Die Ermittlung der Proteinmenge von eNOS erfolgte als relative Mengenbestimmung in

Abhéngigkeit des B-Actins der entsprechenden Spur.
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3.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Menge von TGF-B1 in der Gesamtproteinlésung wurde ein ELISA
verwendet. Eingesetzt wurde das «Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Transforming
Growth Factor Beta 1 (TGFb1)» (Cloud-Cone Corporation, Nr. SEA124Hu, Lot L140701005).
Dieses enthielt neben einer 96-well Platte mit mehreren Versiegelungsfolien einen Standard samt
Standard Diluent, die Detektionsreagenzien A und B, die Assay Diluents A und B, ein
Tetramethylbenzidin-Farbesubstrat (TMB), einen Waschpuffer sowie eine Stopplésung. Zudem

wurde PBS, Salzséaure, Natriumhydroxid und Hepes-Puffer benétigt.

Zu den Vorbereitungen des Versuchs gehdrte das Ansetzen von Standardlésungen in
verschiedenen Konzentrationen. Hierfur wurde der Standard des Kits mit 1ml Standard Diluent
vermischt und 10 Minuten unter regelméBRigem Schwenken aufgeldst. Diese Standardlfsung
stellte den Standard 1 dar (St1 = 2000pg/ml). Analog der Standardverdiinnung aus den Versuchen
zur Konzentrationsbestimmung der Proteinmenge (s 3.4) wurden jeweils 500ul des vorherig
angesetzten Standards mit 500ul Standard Diluent verdlinnt bis sieben Standardlésungen

unterschiedlicher Konzentration hergestellt waren. [s. Tab. 2]

Standard Diluent Standardl6sung K(frfigr?t?;?i-on
Stl - 1000ul 2000pg/ml
St2 500ul 500pl aus St1 1000pg/ml
St3 500ul 500ul aus St2 500pg/ml
St4 500ul 500ul aus St3 250pg/ml
St5 500ul 500pl aus St4 125pg/ml
St6 500ul 500ul aus St5 62,5pg/ml
St7 500ul 500pl aus St6 31,25pg/ml

& Tabelle 2. Ansatzschema der Standardldsungen fir ELISA
(St = Standard)

Eine Aktivierung der Proben erfolgte durch das Zusetzen von 22ul 1N Salzséure zu 110ul des
Probenmaterials. Nach 10 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde der pH-Wert der
Proben durch Hinzufugen von 22ul 1,2N Natriumhydroxid/0,5M Hepes wieder neutralisiert.

In die mit Antikorper gecoatete 96-well Platte wurden 100ul Standard- bzw. Probenlésung pro
Well pipettiert. Eine Einzelbestimmung des Leerwertes erfolgte durch Beschicken eines Wells
mit 100pl Standard Diluent. Die restlichen Ldsungen wurden jeweils als Doppelmessungen auf
die Platte aufgetragen. [s. Abb. 13]
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& Abbildung 13. Schema Mikrotiterplatte mit Standards

Nach Abdichten mit einer Versiegelungsfolie wurde die Platte 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Wéhrenddessen wurden die beiden Detektionslosungen  vorbereitet.  120ul  des
Detektionsreagenzes (A/B) wurden mit 11880ul der jeweils zugehorigen Assay Diluent (A/B)
1:100 verdiinnt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die verbliebene Flussigkeit aus der Platte
entfernt und in jedes Well 100ul Detektionslésung A pipettiert. Die Platte wurde erneut
verschlossen und fiir eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die restliche
Flussigkeit erneut entfernt und jedes Well dreimal mit 350ul Waschlésung gewaschen. Der 30-
fach konzentrierte Waschpuffer war zu diesem Zweck im Vorfeld mit 580ml destilliertem Wasser
auf eine einfache Konzentration verdiinnt worden. Anschliefend wurden in jedes Well 100ul
Detektionsreagenz B pipettiert, die Platte erneut mit Folie abgedichtete und fir 30 Minuten bei
37°C inkubiert. Nach diesem Schritt wurden die Wells flnf Mal mit der Waschlésung wie oben
beschrieben gewaschen. Zuletzt wurden in jedes Well 90ul TMB-Reagenz pipettiert, was eine
photometrisch messbare Reaktion ausldste. Diese Reaktion lief vor Licht geschiitzt Giber 15 bis
maximal 25 Minuten bei 37°C im Thermomix Comfort ab. Es flhrte zu einer Blauférbung in
unterschiedlichen Toénen, was auch die unterschiedlichen Intensitdten der Reaktion
widerspiegelte. Die Reaktion wurde durch das Zugeben von 50ul Stoppldsung pro Well beendet,
was nach leichtem Schwenken der Platte durch einen Farbwechsel der Wells von blau zu gelb
nachzuvollziehen war. Eine photometrische Messung im Photometer bei 450nm erfolgte

unverzuglich.

Die gemessene Extinktion des Standards 0 wurde von allen Ergebnissen subtrahiert und der MW
der Doppelbestimmungen ermittelt. Aus den Messungen der verschiedenen Standardldsungen
wurde eine Standardkurve erstellt und eine Funktion abgeleitet, mittels derer die Konzentration

von TGF-B1 in den einzelnen Proben berechnet wurde.

Lag die gemessene Extinktion einer Probe (ber der Extinktion des Standards mit der grofiten
Proteinkonzentration, so konnte eine genaue Berechnung der tatsachlichen Proteinmenge mit der

erstellten Funktion nicht gewahrleistet werden. In solchen Fallen wurden die Proben mit PBS in

-33-



gewlinschtem MaRe verdiinnt und der Versuch wiederholt. Die Verdlinnung wurde am Ende der

Messung bei der rechnerischen Auswertung beruicksichtigt.

eNOS war aufgrund der niedrigen Konzentration in den Gewebeproben sowie der limitierten
Sensitivitat des ELISA mit dieser Methode nicht erfassbar. Daher wurde dieses Protein mit einer

alternativen Methode gemessen.

3.8 Statistische Auswertung und Datenverarbeitung

Die Abbildungen 2 — 11 und 13 basieren auf frei verfugbaren Bildvorlagen von «<SMART Servier
Medical Art» und wurden mithilfe von «Microsoft Office Professional Plus 2016 PowerPoint»
bearbeitet.[61,69] Schlielich unterzogen wir unsere Ergebnisse einer statistischen Evaluation.

Hierfurr verwendeten wir «GraphPad Prism 8.1.2».[42]
Es handelte sich bei unserer Untersuchung um eine prospektive Beobachtungsstudie.

Bei statistischen Vergleichen zwischen unseren Patientengruppen, respektive zwischen den
einzelnen Klappenmorphologien unter Berlicksichtigung des Dilatationsstatus, betrachteten wir
die Daten als unabhéngige Stichproben (SP). Bei vergleichenden Analysen der einzelnen

Probenlokalititen wurden die SP als abhangig definiert.

Jeder Satz von kontinuierlichen Daten wurde mittels Shapiro-Wilk normality test auf
Normalverteilung gepriift. Lag eine GauBsche Normalverteilung vor, wurden bei unabhéngigen
SP der t-Test fir unabhéngige SP (n = 2 SP) oder die Ordinary one-way ANOVA (n = 3 SP) und
bei abhangigen SP der t-Test fur gepaarte SP (n = 2 SP) oder die RM one-way ANOVA (n = 3
SP) durchgefuhrt. Lag keine Normalverteilung vor, wurden bei unabh&ngigen SP der Mann-
Whitney-U-Test (n = 2 SP) oder der Kruskal-Wallis-Test (n = 3 SP) und bei abhéngigen SP der

Wilcoxon-Test (n = 2 SP) oder der Friedmann-Test (n = 3 SP) verwendet.

Kontingenzanalysen lber das Auftreten von kategorischen Daten wurden mittels Exaktem Fisher-
Test und Chi-Quadrat-Test fiir Trends durchgefihrt.

Die Daten wurden als MW +Standardabweichung (SD) angegeben, falls nicht anders angegeben.
Statistische Analysen wurden bei einem p-Wert <0,05 als signifikant erachtet. Ein Trend wurde

definiert bei einem p-Wert <0,1.
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4. Ergebnisse

Insgesamt untersuchten wir Aortengewebe von 36 Patienten. Bei n = 20 Patienten (55,6%) wurde
eine Operation aufgrund einer isolierten Al durchgefiihrt, n = 10 Patienten (27,8%) aufgrund einer
isolierten AS und bei n = 6 Patienten (16,7%) aufgrund eines KAVs. Insgesamt lag bei n = 18
Patienten (50,0%) simultan eine dilatierte Aorta ascendens vor, sodass diese Patienten neben einer
Aortenklappenrekonstruktion oder einem Aortenklappenersatz zusétzlich einen Ersatz der Aorta
ascendens erhielten. Es wurden jeweils n = 12 Patienten (33,3%) mit TAV, BAV und UAV

untersucht.

4.1 Préoperative Parameter

4.1.1 Basisdaten gesamtes Studienkollektiv

Im Durchschnitt betrug das Patientenalter 49,3 +19,0 Jahre. Der Altersumfang reichte von 9 bis
85 Jahren. Der GroRteil des Studienkollektivs war mannlich (86,1%). Bei den meisten Patienten
(77,8%) waren neben den Erkrankungen der Aortenklappe weitere kardiale oder kardiovaskuldre
Vorerkrankungen bekannt. Die Mehrheit litt an arterieller Hypertonie (55,6%), gefolgt von
Mitralklappeninsuffizienz (30,6%) und Hyperlipoproteindmie (25,0%). (Ex-)Nikotinabusus als
kardiovaskularer Risikofaktor war bei 30,6% der Patienten bekannt. 86,1% der Patienten nahmen
préoperativ Medikamente ein. Am hdufigsten wurden hierbei 3-Blocker (47,2%), ACE-Hemmer
(30,6%) und/oder Diuretika (30,6%) eingenommen. [s. Tab. 3]

Alter Jahre 49,3 +19,0
Geschlecht n (%)
Ménnlich 31 (86,1)
Weiblich 5(13,9)
OP-Indikation n (%)
Isolierte AS 10 (27,8)
Isolierte Al 20 (55,6)
KAV 6 (16,7)
Vorerkankungen n (%)
Arterielle Hypertonie 20 (55,6)
Mitralklappeninsuffizienz 11 (30,6)
(Ex-)Nikotinabusus 11 (30,6)
Hyperlipoproteindmie 9 (25,0)
Vorhofflimmern 6 (16,7)
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Koronare Herzkrankheit 5(13,9)
Diabetes mellitus 4(11,1)
Medikamente n (%)

Beta-Blocker 17 (47,2)
ACE-Hemmer 11 (30,6)
Diuretika 11 (30,6)
Statine 10 (27,8)
Thrombozytenaggregationshemmer 9 (25,0)
AT1-Antagonisten 7(19,4)
Antikoagulantien 4(11,1)
Kalziumkanalblocker 3(8,3)

¢ Tabelle 3. Basisdaten des gesamten Studienkollektivs

Die Ergebnisse werden als MW +SD bzw. als absolute und relative Menge angegeben. (MW =
Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = Anzahl, AS = Aortenklappenstenose, Al =
Aortenklappeninsuffizienz, KAV = Kombiniertes Aortenklappenvitium, ACE = Angiotensin-
Converting-Enzym, AT1 = Angiotensin-l1-Rezeptor-Subtyp 1)

4.1.2 Praoperative TEE-Messungen gesamtes Studienkollektiv

Bei allen Patienten wurde praoperativ eine TEE durchgefiihrt. Gemessen wurde auf vier
unterschiedlichen Hohen (AV, SV, ST und TA). Die préoperative TEE ergab im Schnitt einen
maximalen Diameter von 42,6 +12,4mm. Die Messpunkte mit den gréfiten Durchmessern waren

der SV (38,9 +11,1) und die TA (39,5 +11,9). [s. Tab. 4]

Diameter mm
Maximaler Diameter 426 +12,4
AV 27,0 +£4,1
SV 38,9 +111
ST 33,8 £11,8
TA 39,5 +11,9

& Tabelle 4. Praoperative TEE-Messungen des gesamten Studienkollektivs

Die Messungen wurden auf Hohe der Aortenklappe, des Sinus Valsalva, des sinutubulédren
Ubergangs und in der tubularen Aorta durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden als MW +SD
angegeben. (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, AV = Aortoventrikularer Ubergang,
SV = Sinus Valsalva, ST = Sinutubuldrer Ubergang, TA = Tubulare Aorta)

4.1.3 Basisdaten dilatiert versus nicht-dilatiert

Die Patientengruppen unterschieden sich beziliglich Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen und

Medikamenteneinnahme nicht signifikant voneinander. Bei den OP-Indikationen zeigte sich ein
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signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Von den Patienten mit dilatierter Aorta

ascendens litten n = 1 Patient an einer isolierten AS (2,8%) und n =14 Patienten an einer isolierten
Al (38,9%), verglichen mit n = 9 Patienten mit AS (25,0%) und n = 6 Patienten mit Al (16,7%)
in der nicht-dilatierten Gruppe (p = 0,0424). Die Haufigkeit der KAV war in beiden Gruppen

vergleichbar. [s. Tab. 5]

Alter Jahre

Geschlecht n (%)
Ménnlich
Weiblich

OP-Indikation n (%)
Isolierte AS
Isolierte Al
KAV

Vorerkrankungen n (%)
Arterielle Hypertonie
Mitralklappeninsuffizienz
(Ex-)Nikotinabusus
Hyperlipoproteindmie
Vorhofflimmern
Koronare Herzkrankheit
Diabetes mellitus

Medikamente n (%)
Beta-Blocker
ACE-Hemmer
Kalziumkanalblocker
AT1-Antagonisten
Diuretika

hemmer
Antikoagulantien
Statine

Thrombozytenaggregations-

Dilatiert

51,9 £10,7

15 (41,7)
3(8,3)

1(2,8)
14 (38,9)
3(8,3)

11 (30,6)
4(11,1)
6 (16,7)
5 (13,9)
3(8,3)
1(2,8)

2 (5,6)

10 (27,8)
5 (13,9)
2 (5,6)

4 (11,1)
6 (16,7)
5 (13,9)

2 (5,6)
4 (11,1)

Nicht-dilatiert

46,7 +24,8

16 (4,4)
2 (5,6)

9 (25,0)
6 (16,7)
3(8,3)

9 (25,0)
7 (19,4)
5 (13,9)
4(11,1)
3(8,3)

4(11,1)
2 (5,6)

7 (19,4)
6 (16,7)
3(8,3)
3(8,3)
5 (13,9)
4 (11,1)

2 (5,6)
6 (16,7)

p-Wert
0,4125

EWAGHSY

0,0425

0,5566

0,5992

& Tabelle 5. Basisdaten des Studienkollektivs, Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert

Die Ergebnisse werden als MW +SD bzw. als absolute und relative Menge angegeben. (MW =

Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = Anzahl, AS = Aortenklappenstenose, Al

Aortenklappeninsuffizienz, KAV = Kombiniertes Aortenklappenvitium, ACE = Angiotensin-
Converting-Enzym, AT1 = Angiotensin-11-Rezeptor-Subtyp I)
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4.1.4 Praoperative TEE-Messungen dilatiert versus nicht-dilatiert

In der Gruppe der Patienten mit Aneurysma der Aorta ascendens waren die Diameter auf allen
gemessenen Hohen erwartungsgemal signifikant grofRer. Auf Hoéhe des AV betrug der
durchschnittliche Durchmesser bei Vorliegen eines Aneurysmas 29,1 +9,1mm verglichen mit
24,9 +3,6mm bei Patienten ohne erweiterte Aorta. Im SV lag der durchschnittliche Diameter bei
Aneurysma bei 45,9 +10,7mm im Vergleich zu 31,8 +5,8mm. Auf Hohe des ST war die Aorta
bei Dilatation im Schnitt 42,4 +10,2mm weit verglichen mit 25,1 +4,9mm. In der TA lag der
durchschnittliche Durchmesser der Aorta bei Aneurysma bei 49,0 +7,5mm, ohne Aneurysma bei
30,1 +6,5mm. [s. Tab. 6]

Dilatiert Nicht-dilatiert p-Wert

Diameter mm

Maximaler Diameter 52,6 +9,1 36,3 +5,3 <0,0001

AV 29,1 £34 249 1+3,6 0,0011

SV 459 +10,7 31,8 £5,8 <0,0001

ST 42,4 +£10,2 251 +49 <0,0001

TA 49,0 £7,5 30,1 £6,5 <0,0001
Dilatationstypen n (%)

D1 13 (72,2) - ]

D2 5(27,8) - -

& Tabelle 6. Praoperative TEE-Messungen des Studienkollektivs, Vergleich dilatiert versus
nicht-dilatiert

Die Messungen wurden auf Hohe der Aortenklappe, des Sinus Valsalva, des sinutubulédren
Ubergangs und in der tubularen Aorta durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden als MW +SD
angegeben. (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, AV = Aortoventrikularer Ubergang,
SV = Sinus Valsalva, ST = Sinutubulirer Ubergang, TA = Tubulare Aorta)

4.2 eNOS

Die Expression von eNOS wurde im Aortengewebe mittels Western Blot Analyse bestimmt und

wird als relative Menge in prozentualer Abhangigkeit von pB-Actin angegeben.

4.2.1 Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert

Der Proteingehalt von eNOS der Lokalitaten A1 und A2 zusammengefasst unterschied sich nicht
signifikant zwischen der dilatierten und der nicht-dilatierten Gruppe (A1+A2 D 30,2 +19,4% vs.
ND 23,0 +£15,5%; p = 0,1869). Bei direktem Vergleich der einzelnen Lokalitdten Al und A2
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zeigte sich bei Al ein Trend zu hoherer Proteinexpression in der Gruppe der Patienten mit
Aneurysma (Al D 34,7 +21,1% vs. ND 23,6 +15,0%; p = 0,0763), in der Lokalisation A2 zeigte
sich kein signifikanter Unterschied. [s. Grafik 1] [s. Anhang Tab. 7, Grafik 21]
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& Grafik 1. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich dilatiert
versus nicht-dilatiert; als gepoolte Lokalisationen (a) sowie fir Lokalitdt Al separat (b). (eNOS
= Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

Eine Subgruppenanalyse erfolgte anhand einer Unterteilung nach den einzelnen
Klappenmorphologien. Die Berechnungen wurden jeweils mit gepoolten Proben (A1+A2) und
fur jede Lokalitét einzeln durchgefihrt. In den gepoolten Analysen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den dilatierten und der nicht-dilatierten Gruppen. Lediglich in der
Patientengruppe mit UAV zeigte sich ein Trend zu héherer Proteinexpression in der Gruppe mit
dilatierter Aorta ascendens (UAV A1+A2 D 36,9 +22,9% vs. ND 17,8 +8,7%; p = 0,0597). [s.
Grafik 2] [s. Anhang Tab. 7]
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¢ Grafik 2. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich dilatiert
versus nicht-dilatiert. Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen Klappenmorphologien:
tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide
Aortenklappe, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

Im Weiteren analysierten wir die einzelnen Lokalitdten Al und A2. Hier zeigte sich bei BAV in
der Al Lokalitdt eine hohere Proteinexpression in den dilatierten Proben, der Unterschied
erreichte das Signifikanzlevel nicht (BAV Al D 29,3 +23,6% vs. ND 14,9 +8,5%; p = 0,1901).
Bei UAV zeigte sich an beiden Lokalitaten ein gleiches Verteilungsmuster, die Analyse zeigte
fir Al einen Trend (UAV Al D 41,9 £26,4% vs. ND 19,3 £8,0%; p = 0,0723) und fur A2 ein
nicht signifikantes Ergebnis (UAV A2 D 32,0 £19,9% vs. ND 16,4 +9,9%; p = 0,1159). Die
weiteren Subgruppenanalysen ergaben keine signifikanten Unterschiede. [s. Grafik 3] [s. Anhang
Tab. 7, Grafik 22]
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¢ Grafik 3. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abhdngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich dilatiert
versus nicht-dilatiert. Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen Klappenmorphologien der
Lokalitat Al: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe,
UAV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

Bei einem Vergleich der einzelnen Dilatationstypen D1 und D2 zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der Proteinexpression von eNOS zwischen den Gruppen (D1 30,3 +17,8% vs. D2
33,3 +18,1%; p = 0,6203). Auch die Subgruppenanalysen der einzelnen Lokalitaten
unterschieden sich statistisch nicht signifikant voneinander. [s. Grafik 4] [s. Anhang Tab. 8,
Grafik 23]
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¢ Grafik 4. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhdngigkeit von p-Actin derselben Bande. Vergleich
Dilatationstypen D1 versus D2. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase)

4.2.2 Vergleich Klappenmorphologien

Des Weiteren erfolgte eine Analyse der einzelnen Klappentypen untereinander. Hier zeigte sich
die Proteinexpression von eNOS in der Gruppe der BAV signifikant erniedrigt im Vergleich zu
TAV. Dies konnte in der Analyse der gepoolten Gruppe (A1+A2) beobachtet werden (TAV 33,0
+13,9% vs. BAV 19,4 +17,6%; p = 0,0011), mit einem Trend bei A1 (A1 TAV 34,8 +14,6% vs.
BAV 22,1 +18,5% vs. UAV 30,6 +22,0%; p = 0,0906) und einem signifikanten Ergebnis in der
Lokalitat A2 (A2 TAV 31,1 +13,6% vs. BAV 16,8 +17,0%; p = 0,0168). [s. Grafik 5] [s. Anhang
Tab. 9]
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¢ Grafik 5. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abhangigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich der
Klappenmorphologien untereinander; als gepoolte Lokalisationen (a) sowie fir Lokalitat Al (b)
und A2 separat (c). (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide
Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)

In einer weiteren Subgruppenanalyse wurden die Klappenmorphologien der dilatierten und nicht-
dilatierten Patienten separat untersucht. Hier zeigte sich in der Gruppe der Patienten mit dilatierter
Aorta kein signifikanter Unterschied. Dagegen konnte in der Gruppe der Patienten mit nicht-
dilatierter Aorta eine signifikant niedrigere Proteinexpression bei BAV und UAV im Vergleich
zu TAV beobachtet werden (TAV 34,2 +13,3% vs. BAV 16,9 +17,6% vs. UAV 17,8 +8,7%; p
=0,0019). [s. Grafik 6] [s. Anhang Tab. 9, Grafiken 24-26]
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# Grafik 6. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich der
Klappenmorphologien untereinander. Subgruppenanalyse der Probanden mit nicht-dilatierter
Aorta. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV
= bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, ND = nicht-dilatiert)

4.2.3 Vergleich lokoregionare Unterschiede

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied von eNOS zwischen den Lokalitaten Al
und A2. Auch in der Subgruppenanalyse entsprechend den Klappenmorphologien wurde kein
signifikantes Ergebnis beobachtet. [s. Grafik 7] [s. Anhang Tab 10, Grafik 27]
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& Grafik 7. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhdngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich Lokalitat Al
versus A2 als Gesamtkollektiv. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase)

In einem weiteren Schritt erfolgte eine Subgruppenanalyse entsprechend dem Dilatationsstatus
der Aorta ascendens und der Klappenmorphologie der Aortenklappe. Hier zeigte sich lediglich in

der Gruppe der bicuspiden, dilatierten Probanden die Lokalitat A2 erniedrigt, dieses Ergebnis war
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statistisch jedoch nicht signifikant (BAVD Al 29,3 +23,6% vs. A2 14,7 +4,9% vs. B1 26,9
+9,9% vs. B2 32,8 +£18,2%; p = 0,2324). [s. Anhang Tab. 10, Grafik 28]

Auch bei den nicht-dilatierten Proben zeigten sich keine signifikanten lokoregionéren
Unterschiede. [s. Anhang Tab. 10, Grafik 29]

4.2.4 Korrelationsanalysen

In den Korrelationsanalyse zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse. Lediglich in der Gruppe
der UAV an der Lokalitat Al zeigte sich ein Trend zu hdherer Proteinexpression von eNOS mit
steigendem Diameter der Aorta ascendens (p = 0,0713, r = 0,5429). Die restlichen Analysen
zeigten keine signifikanten Ergebnisse. [s. Grafiken 8-9] [s. Anhang Grafiken 30-32]
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¢ Grafik 8. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von B-Actin derselben Bande. Korrelationsanalyse
von Lokalitat A1 und Diameter Aorta ascendens. Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen
Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, asc = ascendens, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide
Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)
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¢ Grafik 9. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abh&ngigkeit von -Actin derselben Bande. Korrelationsanalyse der
einzelnen Lokalitaten und Diameter Aorta ascendens: Al (a), A2 (b), B1 (c) und B2 (d). (eNOS
= Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, asc = ascendens)

4.3 TGF-p1

4.3.1 Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert

Der Proteingehalt von TGF-B1 zeigte einen Trend zu héheren Werten in der Gruppe der nicht-
dilatierten Patienten (D 1,226 +0,859pg vs. ND 1,605 +0,858pg; p = 0,0520). [s. Grafik 10] [s.
Anhang Tab. 11, Grafik 33]
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& Grafik 10. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA
Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, D =
dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

In der anschlieRenden Subgruppenanalyse nach Klappenmorphologien konnte diese Beobachtung
lediglich bei BAV und UAV bestatigt werden. Bei TAV zeigte sich ein gegenlaufiges Bild, hier
war die Proteinexpression von TGF-B1 in der dilatierten Gruppe erhéht. Dies zeigte sich vor allem
in der Lokalisation Al signifikant (A1 TAV D 2,228 +0,813pg vs. ND 1,005 +1,026pg; p =
0,0451) und konnte als diskreter, nicht-signifikanter Unterschied bei A2 beobachtet werden (A2
TAV D 2,070 +0,612pg vs. ND 1,525 +0,908pg; p = 0,3939). [s. Grafik 11] [s. Anhang Tab. 11]
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¢ Grafik 11. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA

Vergleich  dilatiert ~ versus  nicht-dilatiert. ~ Subgruppenanalyse  der  tricuspiden
Klappenmorphologie nach einzelnen Lokalitaten: gepoolte Analyse (a), Al (b) und A2 (c). (TGF-
B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, TAV = tricuspide Aortenklappe, D = dilatiert, ND =
nicht-dilatiert)

Dahingegen wurden bei BAV und UAV signifikant erhéhte Proteinmengen bei Patienten mit
nicht-dilatierter Aorta nachgewiesen. Bei Patienten mit BAV war diese Beobachtung sowohl bei
der Lokalitat A1 (A1 BAV D 0,707 +0,264pg vs. ND 1,653 +0,737pg; p = 0,0142) als auch bei
der Lokalitat A2 (A2 BAV D 0,990 +0,530pg vs. ND 2,202 +0,686pg; p = 0,0065) signifikant.
[s. Grafik 12] [s. Anhang Tab. 11]
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¢ Grafik 12. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA

Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert. Subgruppenanalyse der bicuspiden Klappenmorphologie
nach einzelnen Lokalitaten: gepoolte Analyse (a), Al (b) und A2 (c). (TGF-B1 = Transforming
Growth Factor Beta 1, BAV = bicuspide Aortenklappe, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

Bei UAV konnte ebenfalls ein erhohtes TGF-B1 bei nicht-dilatierter Aorta beobachtet werden.
Diese Beobachtung war bei Al Lokalitat signifkant (A1 UAV D 0,360 +0,232pg vs. ND 1,473
+0,846pg; p =0,0111) und bei A2 Lokalitat ein Trend (A2 UAV D 0,998 +0,554pg vs. ND 1,772
+0,788pg; p = 0,0775). [s. Grafik 13] [s. Tab. Anhang 11]
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# Grafik 13. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-g1 mittels ELISA

Vergleich  dilatiert ~ versus  nicht-dilatiert. ~ Subgruppenanalyse  der  unicuspiden
Klappenmorphologie nach einzelnen Lokalitaten: gepoolte Analyse (a), Al (b) und A2 (c). (TGF-
B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, UAV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert, ND =
nicht-dilatiert)

Im Anschluss wurden weiterhin die unterschiedlichen Dilatationstypen analysiert. Hierbei zeigte
sich lediglich bei Al Lokalitat ein signifikant héheres Proteinlevel bei Patienten mit D2 dilatierter
Aorta im Vergleich zu D1 Dilatation (A1 D1 0,745 +0,656pg vs. D2 2,016 +1,093pg; p =
0,0140). [s. Grafik 14] Alle weiteren Subgruppenanalysen der Dilatationstypen waren statistisch
nicht signifikant. [s. Anhang Tab. 12, Grafik 34]
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& Grafik 14. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA
Vergleich Dilatationstypen D1 versus D2. Subgruppenanalyse der Lokalitat Al. (TGF-B1 =
Transforming Growth Factor Beta 1, D = dilatiert)

4.3.2 Vergleich Klappenmorphologien

In der statistischen Analyse der Klappenmorphologien aller Patienten zeigte sich kein
signifikanter Unterschied der TGF-1 Konzentration (TAV 1,707 +0,936pg vs. BAV 1,388
+0,806pg vs. UAV 1,151 +0,816pg; p = 0,1018). [s. Grafik 15] In der Subgruppenanalyse der
Lokalitaten A1 und A2 zeigte sich ebenfalls kein signifikantes Ergebnis. [s. Anhang Tab. 13,
Grafik 35]
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& Grafik 15. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA

Vergleich der Klappenmorphologien untereinander. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor
Beta 1, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide
Aortenklappe)

Bei den Patienten mit dilatierter Aorta zeigte sich ein signifikant erhdhtes Proteinlevel bei
vorliegender TAV im Vergleich zu BAV oder UAV (D TAV 1,608 +0,814pg vs. BAV 0,914
+0,350pg vs. UAV 0,759 +0,477pg; p = 0,0003). Bei den Lokalitdten Al und A2 zeigte sich
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dieser Unterschied signifikant, bei den Lokalitaten B1 und B2 war diese Differenz nicht mehr zu
beobachten (D A1 TAV 2,228 +0,813pg vs. BAV 0,707 +0,264pg vs. UAV 0,360 +0,232pg; p
<0,0001) (D A2 TAV 2,070 +£0,612pg vs. BAV 0,990 +0,530pg vs. UAV 0,998 +0,554pg; p =
0,0011). [s. Grafik 16] [s. Anhang Tab. 13, Grafik 36]
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¢ Grafik 16. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-g1 mittels ELISA

Vergleich der Klappenmorphologien untereinander. Subgruppenanalyse der Probanden mit
dilatierter Aorta; als gepoolte Lokalisationen (a) sowie fiir Lokalitdt Al (b) und A2 separat (c).
(TGF-p1 = Transforming Growth Factor Beta 1, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV =
bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert)

Bei einem Vergleich der Klappenmorphologien innerhalb der Patienten mit nicht-dilatierter Aorta
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (ND TAV 1,265 +0,963pg vs. BAV 1,928 +0,737pg
vs. UAV 1,623 +0,795pg; p = 0,1680). [s. Anhang Tab. 13, Grafik 37]

4.3.3 Vergleich lokoregionare Unterschiede

Bei einem Vergleich der Lokalitditen Al und A2 des gesamten Patientenkollektivs wurden
signifikant niedrigere Proteinlevel bei der Lokalitdt Al beobachtet (Al 1,238 +0,916pg vs. A2
1,593 +0,802pg; p = 0,0257). [s. Grafik 17] In einer weiteren Subgruppenanalyse zeigte sich
hierbei die Untergruppe der UAYV relevant, dies erreichte jedoch nicht das Signifikanzlevel (UAV
A10,917 +0,830pg vs. A2 1,385 +0,765pg; p = 0,0513). [s. Anhang Tab. 14, Grafik 38]

-52-




p =0,0257

=

3 °

£ e .

= .

=3 —se

S 21 ol

> ol®

£ ol®

-~

E‘l- ..i...

o odlos

= '-""-:
0 LA

> J
=

& Grafik 17. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA
Vergleich der Lokalitat Al versus A2. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta 1)

In der weiterfuihrenden Subgruppenanalyse der dilatierten Proben entsprechend der verschiedenen
Klappenmorphologien zeigte sich bei TAV ein anderes Verteilungsmuster als bei BAV und UAV.
Bei vorliegender TAV und dilatierter Aorta war der Proteingehalt von TGF-B1 an den proximalen
Lokalitaten A1 und A2 signifikant hoher als an den distalen Lokalitaten B1 und B2 (TAVD Al
2,228 +0,813pg vs. A2 2,070 +0,612pg vs. B1 1,080 +0,457pg vs. B2 1,055 +0,620pg; p =
0,0020). Bei den Klappenmorphologien BAV und UAV wurde jedoch ein anderes
Verteilungsmuster beobachtet. Hier zeigte sich der Proteingehalt an den konvexen Lokalisationen
Al und B1 niedriger als an den Lokalisationen A2 und B2 der konkaven Aorta ascendens. Diese
Verteilung war bei BAV nicht signifikant (BAVD Al 0,707 +0,264pg vs. A2 0,990 +0,530pg
vs. B1 0,830 +0,259pg vs. B2 1,128 +0,156pg; p = 0,2671) und bei UAV als Trend sichtbar
(UAVD A1 0,360 +0,232pg vs. A2 0,998 +0,554pg vs. B1 0,777 +0,401pg vs. B2 0,902
+0,489pg; p = 0,0505). [s. Grafik 18] [s. Anhang Tab. 14]
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# Grafik 18. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-g1 mittels ELISA

Vergleich der verschiedenen Lokalititen Al, A2, Bl versus B2. Subgruppenanalyse der
Probanden mit dilatierter Aorta entsprechend der jeweiligen Klappenmorphologien: tricuspide
(a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, TAV =
tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, D =
dilatiert)

Die Analysen der Patienten mit nicht-dilatierter Aorta zeigten sowohl in der Gesamtanalyse als
auch in den Subgruppenanalysen keine lokoregionaren Auffalligkeiten. [s. Anhang Tab. 14,
Grafik 39]

4.3.4 Korrelationsanalysen

In den Korrelationsanalysen zeigte sich eine negative Korrelation von TGF-f1 und Diameter der
Aorta ascendens bei BAV und UAV, sowohl an Lokalitit Al als auch an A2. Diese
Beobachtungen waren grotenteils signifikant und bei UAV an Lokalisation A2 ein Trend. [s.
Grafiken 19-20] [s. Anhang Grafik 40]
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¢ Grafik 19. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-g1 mittels ELISA
Korrelationsanalyse von TGF-f1 und Diameter Aorta ascendens. Subgruppenanalyse der
bicuspiden Aortenklappe; als gepoolte Lokalisationen (a) sowie fir Lokalitdt Al (b) und A2 (c)
separat. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, asc. = ascendens, BAV = bicuspide
Aortenklappe)
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& Grafik 20. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-f1 mittels ELISA
Korrelationsanalyse von TGF-B1 und Diameter Aorta ascendens. Subgruppenanalyse der
unicuspiden Aortenklappe; als gepoolte Lokalisationen (a) sowie flr Lokalitat Al (b) und A2 (c)
separat. (TGF-p1 = Transforming Growth Factor Beta 1, asc. = ascendens, UAV = unicuspide
Aortenklappe)
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5. Diskussion
5.1 Hintergrund der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Ausbildung von AscA bei Patienten mit TAV,
BAV und UAV. Angeborene Aortenklappenmalformationen wie BAV und UAV haben nicht nur
wegen des erhohten Risikos zur Ausbildung einer Aortenklappenfehlfunktion eine hohe klinische
Relevanz, sondern auch aufgrund der Assoziation zu einer hdufigeren und friihen Ausbildung von
Aortenaneurysmen mit entsprechendem Komplikationsrisiko.[67,90] Diese Patienten sind zum
Zeitpunkt der Manifestation eines AscA meist jiunger, haben ein erhéhtes Komplikationsrisiko
und weisen eine hohere Wachstumsrate auf als sporadische AscA.[3,21] Daher ist es mdglich,
dass der Entstehungsmechanismus von AscA bei Patienten mit normalangelegter TAV von dem
bei vorliegender BAV oder UAV abweicht.

Wie jedoch die zugrundeliegende Pathogenese der AscA bei Patienten mit fehlangelegter
Aortenklappe abléuft, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig geklart. Es ist in jedem
Fall ein einleuchtender Ansatzpunkt, von histopathologischen Strukturverdnderungen der

Aortenwand — entweder priméarer oder sekundarer Art — auszugehen.

5.1.1 Mediadegeneration

Bereits 1928 wurde durch Gsell eine Medianekrose der Aorta beschrieben und mit spontaner
Aortenruptur in Verbindung gebracht.[43] Ein Jahr spater veroffentlichte Erdheim seine Arbeit
zur zystischen Medianekrose.[33] Er definierte diese durch den Verlust der glatten Muskelzellen
in der GefadBwand, den Verlust von elastischen Fasern sowie eine Vermehrung der basophilen
Grundsubstanz durch Anreicherung von Proteoglykanen. Insbesondere bei dissezierten

Aneurysmen wurde in Studien wiederholt eine Mediadegeneration nachgewiesen.[30]

Die glatten Muskelzellen der Tunica media produzieren die Proteine der EZM. Dazu gehdren
unter anderem Kollagen, Elastin, Laminin, Proteoglykane und Fibronektin.[92] In
histopathologischen Untersuchungen der Aortenwand bei Vorliegen einer Dilatation der Aorta
und verschiedenen Aortenklappenmorphologien zeigte sich eine interessante Verknipfung zur
Mediadegeneration. Diese wurde anhand eines Apoptoseindexes glatter Muskelzellen evaluiert.
Eine Mediadegeneration konnte bei Patienten mit TAV nur bei dilatierter Aorta nachgewiesen
werden. Jedoch l&sst sich diese bei Vorliegen einer BAV sowohl bei den Patienten mit dilatierter
als auch normalweiter Aorta bestatigen.[11,35,74] In einer weiteren Studie konnte eine
Mediadegeneration bei 75% aller Patienten mit BAV nachgewiesen werden, die sich einem
Aortenklappenersatz unterzogen. In der Kontrollgruppe mit Patienten mit TAV betrug der Anteil
an Mediadegeneration lediglich 14%.[52] Auch in weiteren Analysen von Patienten mit BAV und

nicht-dilatierter Aorta ascendens konnte bereits eine Mediadegeneration ohne vorhandene
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Dilatation belegt werden. Es zeigte sich zudem eine ahnliche Dicke der Tunica media bei BAV
und TAV, jedoch waren die elastischen Fasern bei BAV dunner, fragmentiert und lagen weiter
auseinander.[92] Aufgrund der deutlich selteneren Inzidenz der UAV liegen deutlich weniger
Untersuchungen zu dieser Aortenklappenmorphologie vor. Aber auch bei UAV konnte eine
Mediadegeneration &hnlich wie bei BAV nachgewiesen werden und deutet auf einen dhnlichen

Pathomechanismus hin.[16]

Diese Beobachtungen stiitzen die Hypothese, dass bei fehlangelegter Aortenklappe bereits vor
Dilatation der Aorta ascendens eine Pathologie der Aortenwand vorliegt. Es wird daher diskutiert,

ob diese Verénderungen angeboren sind und zur Erweiterung pradisponiert.

5.1.2 Physik der Dilatation

Es ist nachvollziehbar, dass ein Aneurysma als eine Anpassungsreaktion auf eine erhohte
Wandspannung innerhalb eines Gefél3es entsteht und einem Circulus vitiosus unterliegt. Laut dem
Laplace-Gesetz berechnet sich die Wandspannung (K) eines Gefalies aus transmuralen Druck (p)
multipliziert mit dem Radius (r) in Abh&ngigkeit der Wanddicke (d) oder K=p*r/d.[40] Erhoht
sich also der Radius des Geféal3es resultiert dies in einer hoheren Wandspannung, was nun

wiederum eine weitere Dilatation der Gefaltes bewirkt.

In Studien wurden eine deutlich abnehmende Dehnbarkeit der Aorta und ein erhohter
mechanischer Stress auf die Aortenwand mit wachsendem Durchmesser nachgewiesen. Dafir
wurden der transmurale Druck, der aortale Diameter und die Dicke der Aortenwand jeweils in
Systole und Diastole gemessen. Hier zeigte sich ab einem Durchmesser von 6 cm eine deutlich
erniedrigte Elastizitat der Aortenwand, wodurch der im GefaR herrschende Druck in der Systole
schlechter verteilt werden kann und eine erhéhte Wandspannung auf die GefaBwand herrscht.
Ubersteigt nun diese Kraft den maximal vom Aortengewebe tolerierten Druck, kommt es zu

katastrophalen Ereignissen wie Dissektion oder Ruptur.[17,56]

5.1.3 Stromungshypothese

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Aortenwand besteht neben der Wandspannung im Scherstress,
der auf das Aortengewebe wirkt. Bei fehlangelegter Aortenklappe, z.B. BAV oder UAV, kommt
es durch die verdnderte Geometrie der Aortenklappen zu einem exzentrischen Jet und turbulenten

Stromungen in der Aorta ascendens.[45,67]

In einer Studie zu Patienten mit BAV wurde ein gréRerer Aortendurchmesser als in der
Kontrollgruppe mit TAV festgestellt. Bei gleichzeitigem Vorliegen einer AS wurde eine deutlich

starkere Aortendilatation als bei Al beobachtet. Der Ort der maximalen Dilatation unterschied
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sich jedoch bei beiden Gruppen. Wéhrend bei gleichzeitig vorliegender Al vor allem die
Aortenwurzel dilatierte, erweiterte sich bei AS der Teil der Aorta ascendens, der oberhalb des ST
lag. Eine BAV mit simultaner Al resultiert in einem erhdhten Schlagvolumen, dadurch steigt der
Scherstress in der Aortenwurzel. Daher liegt dort eine starkere Dilatation vor verglichen mit BAV
und AS. Hier kommt es vorwiegend zu einer Dilatation der Aorta ascendens durch den
hdmodynamischen Stress auf den ST.[48] Eine Veranderung der Hamodynamik mit resultierend
erhéhtem Scherstress in der Aorta ascendens konnte mittels MR-grafischer 4D-Flussmessung bei
BAYV nachgewiesen werden.[7] In einer Untersuchung der verschiedenen Fusionstypen der BAV
konnte ebenfalls eine unterschiedliche Dilatationsneigung zwischen den einzelnen Unterformen
beobachtet werden.[46] Auch bei Patienten mit UAV konnten Verwirbelungen in der Aorta

ascendens aufgrund der Aortenklappengeometrie beobachtet werden.[32]

Diese Erkenntnisse unterstitzen die These, dass eine turbulente Strémung und eine hohe
Strémungsgeschwindigkeit, die bei einer Aortenklappenanomalie mit ggf. simultaner
Aortenklappenfehlfunktion regional auf die Aorta ascendens treffen, zu einem Umbauprozess

derselben fuhren, welcher in einer Dilatation resultiert.[92]

In einer Studie Uber BAV wurde in der Gruppe der Probanden eine hdhere maximale
Stromungsgeschwindigkeit in der Aorta ascendens gemessen verglichen mit gepaarten Probanden
mit gesunder TAV. Dies galt fur Probanden mit BAV auch ohne Vorliegen einer
Klappendysfunktion. Dennoch zeigten alle Patienten mit BAV im Vergleich eine dilatierte Aorta
ascendens.[77] Dies spricht dafir, dass eine ggf. simultan bestehende Aortenklappenfehlfunktion

bei BAV nicht ausschlaggebend flr Stromungsverwirbelungen in der Aorta ascendens ist.

In einer Studie von Nistri et al. wurden bei Patienten mit BAV mit normaler Klappenfunktion
sonographisch zwar keine erhéhten maximalen Strémungsgeschwindigkeiten beschrieben,
jedoch wurden lokale UngleichméRigkeiten der Stromungsverhaltnisse direkt supravalvular
geschildert. Auch hier zeigte sich die Aorta dieser Patienten signifikant groRer als in der
Kontrollgruppe mit TAV.[76]

Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass eine Erweiterung der Aorta bei BAV auf den aberranten
Stromungsverhaltnissen und dem daraus resultierenden Scherstress begriindet ist, auch wenn
(noch) keine Klappendysfunktion besteht.[45,90]

Bisher erfolgte Analysen zu Proteinexpressionen in der Aortenwand haben die sogenannte
Stréomungshypothese gestiitzt. Eine Untersuchung von Wang et al. zeigte Veranderungen von
MMPs im Serum bei nachgewiesener Aortenstenose bei BAV und gleichzeitigem Vorliegen eines
AscA. Die Autoren interpretierten dies als Reaktion auf die veranderten Stromungsverhéltnisse
und entsprechendem Scherstress auf die Aortenwand.[94] Weitere Analysen zeigten eine

Fehlregulation von MMPs in Regionen der Aorta ascendens mit erhdhtem Scherstress bei
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BAV.[44] Bisher fehlen vergleichende Analysen von Patienten mit TAV und ggf.

Aortenklappenfehlfunktion zur weiteren Spezifizierung der Beobachtung.

5.1.4 Genetikhypothese

Eine weitere Theorie der Aneurysmaentstehung beinhaltet die Maoglichkeit einer
Beeintrachtigung der gemeinsamen Entwicklung von Aortenklappe und Aorta ascendens.
Embryologisch entstehen sowohl Aorta ascendens als auch die Aortenklappe gemeinsam aus dem
,cardiac neural crest“.[55] AuBerdem entstehen die glatten Muskelzellen der Aortenwand
ebenfalls aus der gleichen embryologischen Anlage. Histopathologische Untersuchungen von
Aneurysmagewebe von Marfan Patienten und Patienten mit BAV ergaben die gleichen
Veranderungen der Aortenwand fur bestimmte Proteine der EZM, welche von den glatten
Muskelzellen produziert werden. Diese glatten Muskelzellen zeigten bei beiden
Probandengruppen gleichermaRen eine gesteigerte Apoptose.[75] Somit scheint eine kausale
Verbindung zwischen der Embryogenese und der beobachteten Mediadegeneration im

Aneurysmagewebe denkbar.

Es konnte gezeigt werden, dass die Mediadegeneration bei BAV deutlich starker ausgepragt ist,
als bei vorliegender TAV. Zusétzlich zeigten sich &hnliche Verdnderungen im Truncus
pulmonalis, welcher embryologisch aus der gleichen Anlage entsteht.[27] Eine Aortendilatation
tritt bei Patienten mit BAV nachweislich bereits in jiingeren Jahren als in der Kontrollgruppe mit
TAV auf und die Ausprédgung der Dilatation scheint nicht altersbezogen.[48] Dies spricht
ebenfalls fiir einen angeborenen Defekt und gegen eine Anpassungsreaktion, die sich im Laufe

der Jahre ausbildet.

Eine weitere Studie zeigte bei normaler Klappenfunktion keinen Unterschied der maximalen
Stromungsgeschwindigkeiten bei Patienten mit BAV und TAV. Dennoch wurde eine Erweiterung
der Aorta bei den Patienten mit BAV beschrieben.[76] Auch andere Arbeitsgruppen assoziierten
eine  BAV Dbei hdmodynamisch normaler Funktion mit einer Dilatation der Aorta
ascendens.[47,78] Diese  Erkenntnisse  sprechen gegen die oben beschriebene

Strémungshypothese.

Bei Untersuchungen von Patienten mit BAV, die einen Aortenklappenersatz erhielten, konnte bei
grenzwertig weiter Aorta zum Zeitpunkt der Operation ein Fortschreiten der Aortendilatation
auch nach Beheben der StromungsunregelmaBigkeiten beobachtet werden.[12] Dies spricht
erneut fiir eine angeborene Schwache der Aortenwand in dieser Patientenkohorte. Daher ist es
mdoglich, dass ein genetischer Defekt mit Einfluss auf die Entwicklung der Neuralleiste in einer

simultanen Fehlbildung von Aortenklappe und Aorta ascendens resultieren kénnte.

-60-



Bei den syndromalen AscA sind bereits einige genetische Mutationen bekannt, die mit
Erkrankungen wie MFS oder LDS assoziiert werden. Aktuell werden auch immer mehr
genetische Loci entdeckt, die im Zusammenhang mit nicht-syndromalen AscA stehen.[57]
Brownstein et al. publizierten eine Zusammenstellung von 29 Genen, die mit der Entstehung von
AscA assoziiert werden konnten.[15] Die betroffenen Proteine gehdrten weitgehend zur EZM,
dem Kontraktionsmechanismus bzw. Metabolismus der glatten GefaBmuskulatur oder dem TGF-
B-Signalweg. Hierbei zeigte sich eine Uberschneidung der bekannten genetischen Mutationen

zwischen den syndromalen und nicht-syndromalen AscA.

Insbesondere scheinen Mutationen des TGF-B-Signalweges relevant fur die Entstehung von AscA
zu sein. Zum einen ist bereits gut untersucht, dass sowohl das MFS als auch das LDS auf
Mutationen eben dieses Signalweges beruhen.[61,69] Zum anderen gibt es fir nicht-syndromale
AscA ebenfalls bereits den Nachweis von TGF-f assoziierten Mutationen.[70] Es ist jedoch zum
jetzigen Zeitpunkt nicht abschlieRend geklart, ob diese Mutationen und die daraus resultierenden
Anderungen der Konzentrationen von TGF-B oder anderer Proteine in der Aortenwand ursachlich

fur das Entstehen von AscA sind.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe untersuchten wir bereits die Expression verschiedener
Proteine in der Aortenwand bei Patienten mit BAV und UAV. Auffallig waren hierbei
insbesondere Unterschiede in der mRNA Expression von eNOS zwischen BAV und UAV.[49]
Dies ist ein Hinweis auf einen grundlegenden Unterschied der Proteinzusammensetzung der
Aortenwand bei den unterschiedlichen Aortenklappenmorphologien. Nun wollten wir

untersuchen, inwieweit diese Veranderungen sich auch auf Proteinebene abbilden.

Daher analysierten wir in unserem Studienkollektiv von n = 36 Patienten die Expression

verschiedener Proteine in der Aortenwand bei dilatierter und nicht-dilatierter Aorta.

In einem ersten Teil werteten wir die klinisch erhobenen Daten der beiden Patientengruppen aus.
Hier zeigten sich unsere Studienkollektive vergleichbar, weshalb wir eine Untersuchung der

Proteinexpressionen anhand dieser Kollektiveinteilung als valide erachteten.

In einem zweiten Teil erfolgte die Analyse der Proteinexpressionen von eNOS und TGF-B1. In
den statistischen Analysen ergaben sich fur eNOS wenige aufféallige Ergebnisse, bei TGF-p1
zeigte sich eine unterschiedliche Expression bei TAV verglichen mit BAV und UAV.
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5.2 Klinische Daten der Patientenkollektive sich vergleichbar

Eine statistische Analyse klinischer Daten der dilatierten und nicht-dilatierten Patientengruppen
ergaben gleichartige Ergebnisse im Hinblick auf Alter, Hausmedikation und Vorerkrankungen.
Das Patientenalter reichte von 9 bis 85 Jahren, mit vergleichbaren MW in beiden Kollektiven.
Die Patienten prasentierten die weit verbreiteten kardiovaskuléren Vorerkrankungen, u.a.
arterielle Hypertonie, koronare Herzkrankheit, Vorhofflimmern oder Diabetes mellitus mit den
entsprechenden typischen Vormedikationen. Auch hier unterschieden sich unsere

Patientengruppen statistisch nicht signifikant voneinander.

In den préoperativ erhobenen TEE-Messungen zeigten sich die Diameter der Aorta ascendens auf
allen gemessenen Hohen erwartungsgemal signifikant erweitert im Kollektiv der Patienten mit

dilatierter Aorta.

Hieraus l&sst sich ableiten, dass unsere Kollektive eine vergleichende Analyse von spezifischen
Proteinexpressionen im Hinblick auf vorliegende Dilatation der Aorta ascendens im Sinne unserer

Fragestellung zulassen.

5.3 eNOS

5.3.1 eNOS Proteinexpression ist bei dilatierter Aorta und fehlangelegter

Aortenklappe erhoéht

In unserer Analyse zeigte sich beim Vergleich aller dilatierten und nicht-dilatierten Proben
miteinander zunéchst ein Trend zu héherer eNOS-Konzentration bei vorliegendem Aneurysma.
Dies konnte jedoch nur an der Lokalitat A1l nachgewiesen werden. Um zu eruieren, ob diese
Verdnderung flr alle Klappentypen gleichermalRen vorliegt, erfolgte daraufhin eine
entsprechende Subgruppenanalyse. Bei regulédrer TAV konnte keinerlei Unterschied der
Proteinexpression von eNOS in Abhangigkeit einer vorliegenden Dilatation festgestellt werden.
Jedoch zeigte sich bei Vergleich der eNOS Proteinkonzentration in der Aortenwurzel bei BAV
an Lokalitdt Al ein gesteigertes Level von eNOS bei dilatierten Proben, wenn auch nicht
statistisch signifikant. Bei vorliegender UAV konnte eine deutliche Erhéhung der
Proteinexpression bei vorliegendem Aneurysma registriert werden, bei A1 war dies als Trend zu

verzeichnen und bei A2 konnte dies als nicht signifikante Veranderung beobachtet werden.

Bei einem Vergleich der beiden Dilatationstypen D1 und D2 zeigte sich kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Einschrankend muss hier jedoch auf die geringe Fallzahl
hingewiesen werden, aufgrund derer eine weitere Subgruppenanalyse statistisch nicht sinnvoll

war.
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Diese Ergebnisse konnten auf eine reaktive Erhéhung von eNOS aufgrund der verénderten
Stromungsverhéltnisse bei fehlangelegter Aortenklappe hindeuten. Fraglich ist jedoch, wieso
diese Verénderung nicht bei allen Patienten mit Aortenklappenanomalien zu beobachten war bzw.
nicht alle Patienten mit BAV oder UAV obligatorisch eine Dilatation ausbildeten. Gegebenenfalls
ist dies in der Variabilitdt der BAV und UAV und den damit nicht genau vorhersagbaren
Stromungsverhaltnissen begriindet. Da die gleichen Veranderungen bei TAV nicht zu beobachten
waren, muss bei dieser Patientenkohorte ein abweichender pathophysiologischer Mechanismus

der Dilatation in Betracht gezogen werden.

Zudem bleibt ungeklért, ob es im Falle einer Verwirbelung zu einer Veranderung der eNOS
Proteinexpression kommt und konsekutiv die Dilatation eintritt, oder ob die Dilatation aufgrund
anderer, unbekannter VVeranderungen der Aortenwand bei unregelméaBiger Strémung eintritt und

als Reaktion darauf eNOS hochreguliert wird.

Henn et al. untersuchten 2014 die eNOS mRNA Expression in Aortengewebe bei AscA. Hier
zeigte sich bei allen Aortenklappenmorphologien ein Trend zu erniedrigter eNOS mRNA
Expression bei vorliegender Dilatation.[49] Unsere Arbeitsgruppe untersuchte ebenfalls in
Vorarbeiten die eNOS mRNA Expression von Patienten mit TAV und BAV jeweils bei dilatierter
und nicht-dilatierter Aorta. Hier zeigten sich auf mMRNA Ebene keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Dilatationstypen der jeweiligen Aortenklappenmorphologien.[37] Vergleicht man
dies nun mit unseren gegenldufigen Beobachtungen auf Proteinebene, gibt es verschiedene
Interpretationsmaoglichkeiten. Zum einen konnte ein verminderter Abbau des Proteins mit
konsekutiv erhéhtem Proteinlevel in einer kompensatorischen Herunterregulation auf genetischer
und mRNA Ebene resultieren. Alternativ kommt auch eine Veranderung im Prozess der
Translation in Betracht. Zu beachten ist jedoch, dass bei den Beobachtungen durch Henn et al.
das Signifikanzniveau nicht und bei unseren Analysen nur partiell erreicht wurde. Hierzu sind in
jedem Fall weitere Studien notwendig, um die genauen Pathomechanismen weiter zu untersuchen

und mit hdheren Fallzahlen zu verifizieren.

5.3.2 eNOS Proteinexpression weist keine lokoregiondren Unterschiede auf

In den weiteren Analysen zeigten sich fir eNOS keine relevanten lokoregiondren Unterschiede,
insbesondere in der Subgruppe der dilatierten Aorten nicht. Hier konnte im Speziellen keine
Abweichung der Proteinkonzentration von eNOS in der konkaven im Vergleich zur konvexen
Aortenwand festgestellt werden. Untersuchungen zur eNOS mRNA zeigten eine Hochregulation
der eNOS mRNA Expression im Bereich der Konkavitat der Aorta ascendens bei dilatierter Aorta
und TAV verglichen mit der Konvexitit.[37] Diese Beobachtungen lielen sich in unseren

Analysen auf Proteinebene nicht mehr nachweisen.
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Ebenso konnte wie oben beschrieben kein Unterschied der eNOS Proteinexpression bei den
unterschiedlichen Dilatationstypen beobachtet werden. Dies ware bei Vorliegen einer relevant
wirksamen strdmungsbedingten Proteinregulation gegebenenfalls zu erwarten gewesen und

spricht eher fiir eine gemeinsame genetische Grundlage der Pathogenese.

5.3.3 eNOS Proteinexpression ist bei fehlangelegter Aortenklappe und nicht-

dilatierter Aorta erniedrigt

Bei vergleichenden Analysen der unterschiedlichen Klappenmorphologien wurde eine erniedrigte
Konzentration von eNOS bei BAV und UAV im Vergleich zu TAV erfasst. In den
darauffolgenden Subgruppenanalysen nach Dilatationszustand erwies sich die Subgruppe der
nicht-dilatierten Aorten hierbei als ausschlaggebend, mit signifikanter Reduktion bei sowohl
BAV als auch UAV vergleichen mit der reguldaren TAV. Dies stimmt mit Ergebnissen von Aicher
et al. Uberein, die eine Reduktion von eNOS auf Proteinebene bei BAV verglichen mit TAV
beobachteten. Eine weitere Subgruppenanalyse entsprechend dem Dilatationszustand war bisher
nicht erfolgt.[2] In einer anderen Untersuchung konnte dagegen eine Erhéhung der eNOS

Aktivitat in Aneurysmen bei BAV verglichen mit TAV nachgewiesen werden.[56]

Vor kurzem publizierte Analysen unserer Arbeitsgruppe zur eNOS mRNA zeigten &hnliche
Beobachtungen mit erniedrigter mRNA Expression bei BAV verglichen mit TAV. Diese
Ergebnisse waren analog zu unseren Beobachtungen der eNOS Proteinkonzentration nur in der
Kohorte mit nicht-dilatierter Aorta signifikant.[37] Eine bereits publizierte Studie zu eNOS
mRNA im Vergleich der einzelnen Aortenklappenmorphologien ergaben hier jedoch
gegensatzliche Beobachtungen mit signifikant hoherer mMRNA bei UAV und BAV verglichen mit
TAV.[49]

Unsere Ergebnisse zeigten, dass eine fehlangelegte Aortenklappe, wie sie bei BAV und UAV
vorliegt, nicht automatisch in einer Erhéhung von eNOS resultierten. Bei unseren Analysen lag
sogar eine erniedrigte Konzentration von eNOS im Falle einer normalweiten Aorta vor.
Maoglicherweise kommt es im Falle einer aberranten Stromung bei BAV und UAV erst bei
manifest erhéhtem Scherstress zu einer Dysregulation von eNOS und zu einer Aortendilatation.
Durch unsere Analysen zeigt sich ein Zusammenhang zwischen Dysregulation von eNOS und
Aortendilatation bei fehlangelegter Aortenklappe, eine Kausalitat lasst sich hierdurch jedoch

nicht sicher beurteilen.

Insgesamt sind diese Beobachtungen sehr interessant und zeigen uns, dass man insbesondere die

Proteinveranderungen auch immer zusammen mit Veranderungen der mRNA begutachten sollte.
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5.3.4 eNOS zeigt keine signifikante Korrelation zum Aortendiameter

Bei Auswertung der Korrelationsanalysen zwischen eNOS Proteinexpression und

Aortendiameter auf verschiedenen Messhohen ergab sich kein signifikanter Zusammenhang.

5.3.5 Die Rolle von eNOS bei Aortendilatation

eNOS ist ein relevanter Faktor in der Embryogenese. Es spielt nicht nur eine Rolle bei der
Regulation von Zellwachstum und Apoptose.[72] Unter anderem ist es essentiell fur die

embryologische Angiogenese und die adulte Umstrukturierung von GeféRen.[72,85]

Eine 2000 verdffentlichte Studie zeigte, dass Mause mit einem eNOS knockout signifikant
héufiger eine BAV ausbildeten, verglichen mit den Wildtyp Mdusen (42% vs. 0%).[59] Dies
bekréftigt, dass eNOS maligeblich an der Embryogenese des kardiopulmonalen Systems,

insbesondere an der Ausbildung der Aortenklappe beteiligt ist.

Es konnte bereits in vorangehenden Studien gezeigt werden, dass die Proteinexpression von
eNOS in der Aortenwand der Aorta ascendens bei BAV niedriger war als in TAV.[2] Dies stimmt
mit unseren Beobachtungen Gberein. Fraglich ist nur, ob die Anderung der Proteinexpression von
eNOS Ursache oder ggf. Folge der Dilatation der Aortenwand darstellt. Jedoch wurden auch
gegenlaufige Beobachtungen beschrieben, die lediglich Aortenaneurysmen untersuchten und

keine normalweiten Aorten als Referenzgewebe analysierten.[56]

In einer in-vitro Analyse konnte eine endotheliale Regulation der eNOS Proteinexpression durch
applizierten Scherstress nachgewiesen werden.[82] Dies spricht fiir eine reaktive Anderung von
eNOS auf aberrante Stromungsverhéltnisse in der Aorta, z.B. bei fehlangelegter Aortenklappe.
Dafiur spricht, dass unsere Ergebnisse eine Erhéhung von eNOS in BAV und UAV bei
vorliegender Dilatation zeigen. Wieso diese Beobachtung nicht auch in der Kohorte der TAV
nachweisbar ist, bleibt offen. In unseren Analysen konnten wir keine lokoregionéren

Unterschiede von eNOS beobachten, was gegen diese These spricht.

Insgesamt zeigt sich in unserer Studie, dass die Proteinexpression von eNOS bei nicht-dilatierter
Aorta ascendens bei BAV und UAV herunterreguliert ist. Die Dysregulation von eNOS besteht
daher auch in Abwesenheit eines pathologischen Aneurysmas. Dieser Unterschied verschwindet
bei Dilatation der Aorta ascendens. Es zeigt sich sogar eine Erhéhung von eNOS auf Proteinebene
bei dilatierter Aorta verglichen mit nicht-dilatierter Aorta in den Kohorten mit fehlangelegter
Aortenklappe. Dies konnte fir eine sekundére Rolle von eNOS bei den Umbauprozessen der
Aortenwand sprechen. In jedem Fall scheint ein Zusammenhang zwischen der Dysregulation von

eNOS und einer Dilatation der Aorta ascendens zu bestehen.
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Der Pathomechanismus der Regulation der eNOS Expression in der Aortenwand ist bisher nicht
vollstandig verstanden. Aufgrund des gegenldufigen Verhaltens der eNOS Proteinexpression und
eNOS mRNA bedarf es weiterer Analysen zur Ermittlung der zugrundeliegenden Mechanismen

und Einflussfaktoren des eNOS-Signalweges.

5.4 TGF-p1

54.1 TGF-p1 ist bei Dilatation in Abhangigkeit der Klappenmorphologie
dysreguliert

Bei Vergleich der TGF-B1-Konzentration der dilatierten mit nicht-dilatierten Proben zeigte sich
ein Trend zu niedrigeren Werten bei vorliegendem Aneurysma. Bei Durchfiihrung von
Subgruppenanalysen entsprechend der Klappenmorphologien stellten sich gegenlaufige
Ergebnisse dar. Im Falle einer TAV liegt an Lokalitat Al eine signifikant erhdhte Expression von
TGF-B1 bei bestehender Dilatation verglichen zur normalweiten Aorta vor. Bei BAV und UAV
wird sowohl bei Al als auch A2 reduzierte Proteinexpressionen bei vorliegendem Aneurysma
beobachtet.

Dies lasst erneut auf eine unterschiedliche Pathogenese der Aneurysmen bei TAV verglichen mit

Aneurysmen bei fehlangelegter Aortenklappe schlieRRen.

In vorlaufigen Analysen der TGF- mRNA durch unsere Arbeitsgruppe wurde eine Reduktion in
dilatiertem Aortengewebe bei allen Aortenklappenmorphologien beobachtet. Da es in unseren
Beobachtungen Unterschiede der Proteinexpressionen TAV und BAV/UAV gibt, existieren
maoglicherweise unterschiedliche posttranskriptionale Regulationsmechanismen in Abhéngigkeit

der Aortenklappenmorphologie.

In der Literatur findet man gegensatzliche Beobachtungen. Gomez et al. untersuchten AscA und
beobachteten ein erhdhtes Level von TGF-B1 bei vorliegender BAV und Aneurysma.[41] Weitere
Studien konnten ebenfalls erhdhte TGF-B1-Proteinlevel in Aneurysmen bei TAV und BAV

verglichen mit normalweiter Aorta feststellen.[81]

Bei Untersuchungen von induziertem MFS in M&usen konnte dahingegen die Ausbildung von
AsCA unabhéngig von Veranderungen des TGF-B-Signalweges beobachtet werden. [96] Weitere
Untersuchungen zu Mausen mit MFS zeigten, dass bei Inhibition von TGF-B in jungen Mausen
mittels Antikorper die Ausbildung eines AscA akzeleriert wurde. Dahingegen korrelierte die
Antikorperapplikation bei erwachsenen Tieren mit einem langsameren Progress des
Aneurysmas.[23] Dies zeigt wie komplex der Einfluss des TGF-B-Signalweges zumindest auf die

Aneurysmaentstehung bei MFS ist.
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5.4.2 TGF-p1 weist bei Dilatation lokoregionédre Unterschiede in Abhangigkeit der

Klappenmorphologie auf

Bei der Betrachtung der lokoregiondren Unterschiede zeigte sich bei Analyse der Aneurysmen
erneut ein anderes Ergebnis fur TAV verglichen mit BAV und UAV. Bei vorliegender Dilatation
und TAV ist die Konzentration von TGF-B1 in der Aortenwurzel (Lokalitat A1 und A2) héher als
in der Aorta ascendens (Lokalitdt B1 und B2). Bei BAV und UAV mit Aneurysma hingegen
zeigen sich erhdhte Werte an der Konkavitét der Aorta (Lokalitat A2 und B2) verglichen mit der
Konvexitat (Lokalitat A1 und B1), auch wenn diese Beobachtung bei BAV nicht signifikant und
bei UAV lediglich als Trend darstellbar sind. Diese Ergebnisse sprechen erneut fur
unterschiedliche pathophysiologische Ablaufe bei TAV im Vergleich zur fehlangelegten
Aortenklappe.

Generell sind lokoregiondre Unterschiede der TGF-f1-Proteinexpression bei fehlangelegter
Aortenklappe ein Anzeichen flr regulatorische Einfliisse durch bestehende Verwirbelungen in
der Aorta. In einem in-vitro Modell konnte eine Hochregulation von TGF-B1 durch laminaren
Scherstress nachgewiesen werden.[79] Diese Ergebnisse unterstiitzen die Strémungshypothese
der AscA Entstehung.

5.4.3 TGF-p1 ist bei fehlangelegter Aortenklappe und Dilatation erniedrigt

In der Analyse der einzelnen Aortenklappenmorphologien untereinander zeigt sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen, es fallt jedoch ein diskreter Abfall
der Proteinkonzentration von TAV Uber BAV bis UAV auf. In den weiteren Subgruppenanalysen
bestatigt sich diese Beobachtung bei Vorliegen einer Dilatation. TGF-B1 ist in der Aortenwurzel
(Lokalitdt A1 und A2) bei BAV und UAV gegeniiber TAV signifikant erniedrigt. Diese
Beobachtung bestétigt sich in der TA (Lokalitdt B1 und B2) nicht. Dies kdnnte fiir eine Reaktion
der TGF-B1-Produktion auf eine verdnderte Stromung in der Aortenwurzel bei fehlangelegter
Aortenklappe sprechen, wahrend sich in der TA der Fluss bereits wieder groRtenteils normalisiert
hat. Bei TAV kommt es zu keiner Verwirbelung in der Aortenwurzel, daher ist es denkbar, dass
die Herunterregulation von TGF-B1 ausbleibt und die Aneurysmaentstehung auf einem anderen

Mechanismus beruht.

5.4.4 TGF-p1 korreliert negativ mit Aortendurchmesser

In den Korrelationsanalysen zeigt sich eine fallende Proteinkonzentration von TGF-B1 mit
steigendem Diameter der Aorta ascendens bei BAV und UAV. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen einer erniedrigten Proteinkonzentration von TGF-p1 bei BAV und UAV und

simultanem Aneurysma verglichen mit normalweiter Aorta.
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5.4.5 Die Rolle von TGF-g1 bei Aortendilatation

TGF-p wird von glatten Muskelzellen der Arterienwande sezerniert und moduliert als
regulatorisches Zytokin zahlreiche Signalwege. Nicht nur die Modulation von Zellproliferation
und Immunreaktionen, auch eine relevante Funktion in der kardiovaskularen Entwicklung —
insbesondere der Aortenklappe - und beim vaskuldren Umbau konnten nachgewiesen
werden.[4,5]

Der Zusammenhang von Mutationen im TGF-B-Signalweg mit syndromalen AscA ist bereits
bekannt. MFS und LDS sind assoziiert mit einer Erhdhung von TGF-p in der Aortenwand.[93]
Bei Patienten mit MFS wurden zudem erhéhte Serumlevel von TGF-B1 nachgewiesen.[66] In
Méusen mit induziertem MFS konnte der Progress einer Aortendilatation durch Inhibition des
TGF-p Signalweg gestoppt werden.[45] In einem weiteren Mausmodell wurde der Signalweg von
TGF-p gestort, was die Inzidenz und das Wachstum von Aneurysmen senkte.[50] Diese
Beobachtungen sprechen fiir einen Zusammenhang zwischen hochreguliertem TGF-p und dem
Vorliegen eines Aortenaneurysmas bei MFS und LDS. Unsere Beobachtungen von erhéhtem
TGF-B1 in Aneurysmen bei TAV stimmen mit diesen Erkenntnissen tberein. Jedoch scheint

dieser Mechanismus nicht obligatorisch fiir BAV und UAV zuzutreffen.

Auch bei nicht-syndromalen, degenerativen Aneurysmen wurden bereits gesteigerte TGF-p1
Proteinlevel nachgewiesen.[41] Entgegen unseren Beobachtungen traf dies auch fiir Aneurysmen
bei BAV zu.[41] In unserer Kohorte sind die TGF-B1-Proteinlevel bei BAV im Aneurysma sogar
niedriger als bei normalweiter Aorta. Anhand dieser Beobachtungen koénnte man einen
protektiven Effekt von TGF-§ postulieren. In einem weiteren Mausmodell wurde ein erhohtes

Rupturrisiko von AscA in Mdusen bei Inhibition des TGF-B Signalweges beobachtet.[18]

Eine Studie von Cook et al. zeigte, dass die Signalwege und die Effekte von TGF- sehr komplex
und noch nicht vollstdndig verstanden sind. Eine antikérpervermittelte Inhibition des TGF-$
Signalwegs in Mdusen zeigte sowohl protektive als auch aneurysmafordernde Effekte, abhangig
vom Zeitpunkt der Applikation der Antikorper in der Entwicklung der Mause.[23]

Untersuchungen von Paloschi et al. zeigten bei vorliegender BAV und Aneurysma erhéhte TGF-
B Proteinlevel, jedoch erniedrigte TGF-B-Aktivitat. Dies wurde mit einer gesteigerten Bindung
des TGF-p-Proteins in der inaktiven Form begrindet und zeigt erneut, wie komplex die

Interpretation des TGF-B-Signalweges und der Downstream-Regulation ist.[81]

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse wie vorbeschrieben, dass bei TAV-assoziiertem Aneurysma
TGF-B1 hochreguliert wird. Hingegen gibt es erstmals die gegenldufige Beobachtung bei
vorliegender BAV und UAV.
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5.5 Fazit

In Bezug auf unsere initiale Fragestellung zu Unterschieden der eNOS Proteinexpression bei
fehlangelegter Aortenklappe und Dilatation im Vergleich zur regelrecht angelegten Aortenklappe
und normalweiter Aorta zeigen sich in unseren Untersuchungen in der Tat auffallige Ergebnisse.
Dass bei TAV kein Unterschied zwischen dilatierter und nicht-dilatierter Aorta vorlag, jedoch bei
fehlangelegter Aortenklappe bei Dilatation eNOS erhoht war, kann sowohl fiir reaktive
Proteinanderungen aufgrund von Strémungsanomalien bei fehlangelegter Aortenklappe als auch
fiir eine genetische Pradisposition sprechen. Zum einen kénnte bei BAV oder UAV je nach
Geometrie der Aortenklappe ein Stromungsph&nomen entstehen, und daher bei einem Teil der
Patienten eine eNOS Erhéhung und damit eine Dilatation ausldsen. Zum anderen koénnte eine
Subgruppe der Patienten mit BAV an einer genetisch determinierten eNOS-Erhéhung leiden, die
eine Dilatation in einem Teil der Patienten bewirkt. Der Dilatation bei TAV scheint jedoch ein

anderer Pathomechanismus zugrunde zu liegen.

Weiterhin wollten wir aufgrund von lokoregionaren Beobachtungen die im Vorigen vorgestellten
Hypothesen testen. Hierbei zeigte die eNOS Expression keinerlei signifikante regionale

Unterschiede, was gegen eine ursachliche Stromungshypothese sprache.

Zuletzt analysierten wir, ob Unterschiede der eNOS Proteinexpression zwischen BAV und UAV
bestehen. Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede untereinander, jedoch zeigten sich
insbesondere bei normalweiter Aorta erniedrigte eNOS Proteinkonzentrationen im Vergleich zur
normal angelegten TAV. Mit diesen Beobachtungen lassen sich verschiedene Hypothesen

aufstellen.

Einerseits kdnnte es mdglich sein, dass es bei genetisch bedingtem Mangel an eNOS in der
Proteinzusammensetzung der Aortenwand bei BAV und UAV zu einer Dilatation kommt und

eNOS als Kompensationsmechanismus hochreguliert wurde, was eine Dilatation verhinderte.

Zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass verdnderte Stromungsverhéltnisse aufgrund einer
fehlangelegten Aortenwand je nach Art der Verwirbelungen zu einer Herunterregulation von
eNOS oder zu einer Uberexpression von eNOS fiihren und es bei erhéhtem eNOS zur Ausbildung

eines Aneurysmas kommt.

Allein von unseren Betrachtungen der eNOS Proteinkonzentration in der Aortenwand lassen sich
die Entstehungshypothesen von AscA bei fehlangelegter Aortenklappe nicht endglltig beurteilen,
es bestétigt sich jedoch die Assoziation von erhéhter eNOS Proteinexpression mit einer

Aortendilatation.

Bei unseren Analysen zur Proteinexpression von TGF-B1 im Vergleich zwischen angeborener

Aortenklappenanomalie mit dilatierter Aorta ascendens und normaler Aortenklappe mit regulérer
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Aorta ascendens konnen wir interessante Beobachtungen auswerten. Wahrend TGF-B1 bei
normal angelegter Aortenklappe bei Dilatation erhoht ist, zeigen sich erniedrigte
Proteinkonzentrationen bei dilatierter Aorta im Vergleich zur normalweiten Aorta bei BAV und
UAYV. Dies kann erneut sowohl durch eine stromungsbedingte Dysregulation von TGF-f1 bei
fehlangelegter Aortenklappe als auch eine genetische Pradisposition erklart werden. Einmal mehr

scheint die Pathogenese des AscA bei TAV anders zu verlaufen.

Bei Betrachtung der lokalen Proteinexpression von TGF-B1 zeigen sich unterschiedliche
lokoregionére Verteilungen bei den verschiedenen Klappenmorphologien. Erneut gibt es ein
gleichartiges Bild bei BAV und UAV wohingegen TAV ein anderes Verteilungsmuster
prasentiert. Bei fehlangelegter Aortenklappe ist die Proteinkonzentration an der Konvexitat der
Aorta herunterreguliert, was in der Tat auf eine Proteinregulation aufgrund von Verwirbelungen

hinweist.

Auf die Frage nach Unterschieden in der Proteinexpression von TGF-f1 zwischen BAV und UAV
ergibt sich kein signifikanter Unterschied. Jedoch zeigten sich bei dilatierter Aorta niedrigere

Proteinlevel bei fehlangelegter Aortenklappe im Vergleich zur reguléren Aortenklappe.

Insgesamt lassen diese Erkenntnisse spekulieren, ob TGF-B1 bei fehlangelegter Aortenklappe
genetisch bedingt herunterreguliert ist und es bei fehlender Mdéglichkeit des Organismus zur

Kompensation auf Proteinebene zur Dilatation der Aorta kommt.

Alternativ ist es moglich, dass aufgrund von Strémungsverhéltnissen insbesondere in der
konvexen Aortenwand TGF-B1 herunterreguliert wird und es konsekutiv zur Dilatation kommt.
Fur die Stromungshypothese wiirden die beobachteten unterschiedlichen Proteinexpressionen

von TGF-B1 der Konvexitat und Konkavitét der Aorta bei fehlangelegter Aortenklappe sprechen.

Zusammenfassend konnen wir anhand der Daten der vorliegenden Arbeit keine der beiden
vorbeschriebenen Hypothesen zur Aneurysmaentstehung bei fehlangelegter Aortenklappe
eindeutig beweisen oder widerlegen. Auch wenn einige Aspekte unserer Ergebnisse fiir die
Stromungshypothese sprechen, ist unklar wieso nicht auch Patienten mit TAV und
Aortenklappenerkrankung (AS, Al) aufgrund der veranderten Stromungsverhéltnisse gleichartige
Veranderungen wie BAV und UAV présentieren. Bei einer alleinigen genetischen Ursache der
Ausbildung eines AscA bei fehlangelegter Aortenklappe bleibt die Frage, wieso nicht alle
Patienten gleichermalien ein AscA ausbilden und weshalb teilweise lokoregionare Unterschiede
in der Aorta ascendens fir bestimmte Proteine bestehen. In Zusammenschau lasst sich also
vermuten, dass eine Mischung beider Hypothesen der Wahrheit am néachsten kommt und eine
genetische Prédisposition mit hdmodynamischer Exazerbation eine sinnvolle Erklarung der

vorliegenden Ergebnisse und der heterogenen Klinik der Patienten bietet.
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Insgesamt scheinen unsere Ergebnisse jedoch in jedem Fall zu bestarken, dass der
Pathomechanismus der Aneurysmaentstehung in der Aorta ascendens bei fehlangelegter

Aortenklappe ein anderer als bei regulérer TAV ist.

Einschrankend mdochten wir zu bedenken geben, dass unsere Analysen aufgrund der niedrigen
Fallzahlen der einzelnen Subgruppen limitiert sind. Diese vorlaufigen Daten miissen sicherlich

durch groRere Patientenkohorten verifiziert und weiter analysiert werden.

Zudem mdchten wir anmerken, dass unsere Kontrollgruppe der TAV einen gewissen Storfaktor
darstellt, da aufgrund einer Aortenklappenerkrankung wie AS und/oder Al die Indikation zur
offenen Aortenklappenoperation bestand. Gewebe der Aorta ascendens lasst sich aufgrund
offensichtlicher ethischer Griinde nicht von vollkommen herzgesunden Patienten akquirieren und
somit stellt unsere Kontrollgruppe lediglich eine relative Annéherung an eine gesunde Kohorte

dar.

Insgesamt bieten unsere Ergebnisse einen Einblick in die mdgliche Pathogenese der AscA bei
BAV und UAV und zeigen, dass weitere Untersuchungen der Proteinexpressionen verschiedener

Proteine der Aortenwand notwendig sind.

Warum es zudem sinnvoll sein kann, die betroffenen Proteine der Pathogenese dieser
Aneurysmen zu verstehen, erklart sich durch den potentiellen Therapieansatz, den sie bieten

kdnnen.

5.6 Ausblick
5.6.1 Therapieoptionen der AscA

Das standardmaRige Therapieregime von AscA besteht aus zwei Stufen. Wenn die Erkrankung
in einem frihen Stadium diagnostiziert wurde, kann die Therapie vom asymptomatischen AscA
in der Minimierung von kardiovaskuléaren Risikofaktoren liegen. Das Ziel hierin besteht in einem
langsameren Progress der Dilatation und daraus resultierender Reduktion des Dissektions- und
Rupturrisikos.[40] Die Wirksamkeit medikamentdser Therapien wird aktuell noch weiter
untersucht. Ein positiver Effekt von -Blockern und AT1 konnte in Studien bei MFS in einer
Verlangsamung der Dilatation beobachtet werden.[77][40][13] Ob der gleiche Effekt bei nicht-

marfanoiden AscA zu erzielen ist, wird aktuell noch untersucht.[92]

Bei nachgewiesenem AscA wird dieses in jedem Fall engmaschig verlaufskontrolliert, um ein

Wachstum aufzeigen und den geeigneten Zeitpunkt fiir eine chirurgische Intervention festlegen
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zu konnen. Zurzeit ist die GroBe des Aneurysmas der einzige Parameter, von dem eine

chirurgische Intervention und deren Zeitpunkt abhangig gemacht wird.[57]

Aktuell wird bei AscA eine operative Therapie ab einem Durchmesser von 55 cm
empfohlen.[40][92][17] Aufgrund des erhdhten Risikos fur Aortendissektion oder -ruptur wird
bei vorliegender BAV, MFS oder familidrem TAA bereits friiher interveniert.[57][92][17] Die
Mortalitat einer solchen elektiven préventiven Operation liegt selbst in grofRen Zentren bei 2,5 —
5%.[52][57][92] Da sich die Sicherheit und Effektivitat der chirurgischen Therapie von AscA
zum jetzigen Zeitpunkt nur wenig optimieren lasst, wird immer mehr auf neue Ansatzpunkte
dieser Erkrankung fokussiert. Neue Therapieansdtze basierend auf dem Verstdndnis der
Pathogenese von Aortenaneurysmen kdnnte das Voranschreiten der Erkrankung in frihen Stadien
drastisch verlangsamen oder das Risiko fiir aneurysma-assoziierte Komplikationen antizipieren.
Hier konnten in der Zukunft sogenannte Biomarker relevant sein, die das Bestehen oder die

Schwere von Aneurysmen und ggf. das Risiko fur Dissektionen oder Rupturen beurteilen lassen.

5.6.2 Biomarker

Biomarker sind messbare biologische Parameter, z.B. Proteine, metabolische Nebenprodukte,
Zellen oder Gene, die zu diagnostischen oder prognostischen Zwecken mit bestimmten

Erkrankungen assoziiert werden kénnen.[8]

Ein bisher gut untersuchter Biomarker bei Aortendissektion sind die D-Dimere. Bei Vorliegen
einer Aortendissektion betrégt die Sensitivitat 99 % und die Dimension der D-Dimere korreliert
mit dem Ausmal der Dissektion und der Mortalitatsrate. Jedoch zeigen die D-Dimere eine
schlechte Spezifitat, da sie bei einer Reihe anderer Erkrankungen ebenfalls erhéht sind. AuRerdem
eignen sich die D-Dimere lediglich als diagnostisches Mittel bei stattgehabter Dissektion und

haben keinen prédiktiven Stellenwert.[17][6]

In der Pathogenese der Aortenaneurysmen spielt der Umbau der EZM eine essentielle Rolle.
Daher werden weitere Biomarker in eben diesem Umfeld gesucht. Hierzu gehdren insbesondere
MMPs, die in der Pathogenese der BAV-assoziierten Aneurysmen eine Rolle spielen sollen und
Teil des TGF-B-Signalweges sind.[17][94] Zudem haben Studien bereits gezeigt, dass bei
Patienten mit MFS der Proteingehalt von zirkulierendem TGF-B1 im Serum erhoht war. Diese
Verénderung war unter Therapie mit B-Blockern nicht mehr nachweisbar.[66] Ob diese
Erkenntnisse z.B. fiir nicht-marfanoide Patienten mit Aneurysmen zutreffen, ist unbekannt.
Jedoch wurden bereits erhdhte TGF-p Level im Serum bei aufgetretener Dissektion beschrieben,

auch wenn kein MFS vorlag.[6]

Die Verfugbarkeit eines solchen Biomarkers hatte viele Vorteile. Es kdnnte ein potentieller

Ausblick fir zukiinftige Screeningverfahren und Uberwachungsprotokolle von Risikopatienten,
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z.B. bei vorliegender familidrer Vorbelastung darstellen und ggf. sogar einen medikamentdsen
Therapieerfolg Uberwachen. Zudem bietet ein solcher gegebenenfalls bei Verstdndnis des
molekularbiologischen Pathomechanismus auch einen therapeutischen Angriffspunkt zur

Prophylaxe der Aneurysmaentstehung.
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6. Anhang

6.1 Daten tabellarisch

Dilatiert Nicht-dilatiert p-Wert
Gesamt A1+A2 30,2 +£19,4 23,0 £15,5 0,1869
Gesamt Al 34,7+211 23,6 £15,0 0,0763
Gesamt A2 25,7 £17,0 22,3 +16,5 0,6960
TAV Al+A2 31,8 £15,0 34,2 +£13,;3 0,6802
TAV Al 33,0 £12,4 36,6 +£17,5 0,6880
TAV A2 30,5 +18,4 31,7 48,3 0,8856
BAV A1+A2 22,0 £18,0 16,9 +£17,6 0,3474
BAV Al 29,3 £23,6 149 +8,5 0,1901
BAV A2 14,7 +4,9 18,9 +24 .4 0,4848
UAV Al1+A2 36,9 +22,9 17,8 £8,7 0,0597
UAV Al 41,9 £26,4 19,3 £8,0 0,0723
UAV A2 32,0£19,9 16,4 +9,9 0,1159

& Tabelle 7. eNOS - Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert

Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV

= bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)

D1 D2 p-Wert
Gesamt 30,3 £17,8 33,3+18,1 0,6203
Al 35,7 £23,0 32,1 +16,9 0,7559
A2 23,3 £16,0 32,1 +£19,5 0,3873
Bl 33,5 +15,3 38,5 +21,4 0,5825
B2 28,6 £15,0 30,3 +19,4 0,7750

& Tabelle 8. eNOS - Vergleich D1 versus D2

Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-

Synthase, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, D = dilatiert
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TAV BAV UAV p-Wert
Gesamt A1+A2 33,0 £13,9 194 +17,6 27,4 £19,5 0,0018
Gesamt Al 34,8 £14,6 22,1 £18,5 30,6 £22,0 0,0906
Gesamt A2 31,1 £13,6 16,8 £17,0 242 £17,1 0,0212
D A1+A2+B1+B2 32,3 £16,3 25,9 +16,4 35,1 +£20,0 0,2048
DAl 33,0 £12,4 29,3 £23,6 41,9 £26,4 0,5957
D A2 30,5 +18,4 14,7 +4,9 32,0 £19,9 0,1457
D B1 38,1 £18,5 26,9 +9,9 39,7 £19,7 0,3753
D B2 27,7 +17,8 32,8 £18,2 26,7 +13,2 0,7761
ND Al+A2 34,2 £13,3 16,9 £17,6 17,8 £8,7 0,0019
ND Al 36,6 £17,5 14,9 £8,5 19,3 48,0 0,0175
ND A2 31,7 £8,3 18,9 +£24,4 16,4 £9,9 0,0709

¢ Tabelle 9. eNOS - Vergleich Klappenmorphologien
Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

Al A2 B1 B2 p-Wert
Gesamt 29,2 +18,9 24,0 +£16,6 - - 0,1307
Gesamt D 34,7+211 25,7 +£17,0 34,9 +£16,7 29,1 +15,8 0,1053
TAVD 330+124 305+184  38,1+185  27,7+178 0,4307
BAVD 29,3 +23,6 14,7 +49 26,9 +9,9 32,8 £18,2 0,2324
UAVD 41,9 +26,4 32,0 £19,9 39,7 £19,7 26,7 £13,2 0,3605
Gesamt ND 23,6 +£15,0 22,3 £16,5 - - 0,7609
TAVND 36,6 +17,5 31,7 48,3 - - 0,5243
BAVND 14,9 £8,5 189 +244 - - 0,4375
UAVND 19,3 £8,0 16,4 £9,9 - - 0,5842

& Tabelle 10. eNOS - Vergleich lokoregiondre Unterschiede

Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV
= bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

Dilatiert Nicht-dilatiert p-Wert
Gesamt A1+A2 1,226 +0,859 1,605 +0,858 0,0520
Gesamt Al 1,098 +0,963 1,377 +£0,871 0,2968
Gesamt A2 1,353 40,745 1,833 +0,804 0,0719
TAV Al+A2 2,149 +0,691 1,265 +0,963 0,0169
TAV Al 2,228 +£0,813 1,005 +1,026 0,0451
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TAV A2
BAV Al+A2
BAV Al
BAV A2
UAV Al+A2
UAV Al
UAV A2

2,070 £0,612
0,848 +0,426
0,707 £0,264
0,990 +0,530
0,679 +£0,524
0,360 +0,232
0,998 +0,554

1,525 +0,908
1,928 +0,737
1,653 +£0,737
2,202 +0,686
1,623 £0,795
1,473 £0,846
1,772 +0,788

0,3939
0,0002
0,0142
0,0065
0,0024
0,0111
0,0775

& Tabelle 11. TGF-B1 - Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert

Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta
1, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV =

bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)

Gesamt
Al
A2
Bl
B2

D1
0,985 +0,527
0,745 10,656
1,263 +0,560
0,900 +0,334
1,032 +0,408

D2
1,376 +£0,939
2,016 +1,093
1,586 +1,151
0,884 +0,537
1,018 +0,592

p-Wert
0,2356
0,0140
0,4270
0,9396
0,9537

¢ Tabelle 12. TGF-p1 — Vergleich D1 versus D2

Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (TGF-p1 = Transforming Growth Factor Beta

1, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung)

Gesamt A1+A2
Gesamt Al
Gesamt A2

D A1+A2+B1+B2
D Al

D A2

D B1

D B2

ND A1+A2

ND Al

ND A2

TAV BAV UAV
1,707 £0,936 1,388 £0,806 1,151 +0,816
1,617 £1,090 1,180 £0,723 0,917 £0,829
1,798 £0,792 1,596 £0,862 1,385 £0,765
1,608 +£0,814 0,914 £0,350 0,759 +0,477
2,228 £0,813 0,707 £0,264 0,360 +0,232
2,070 £0,612 0,990 £0,530 0,998 +0,554
1,080 +£0,457 0,830 £0,259 0,777 £0,401
1,055 +£0,620 1,128 +£0,156 0,902 +0,489
1,265 £0,963 1,928 £0,737 1,623 £0,795
1,005 +1,026 1,653 £0,737 1,473 £0,846
1,525 £0,908 2,202 +£0,686 1,772 +0,788

p-Wert
0,1018
0,1634
0,4648
0,0003
<0,0001
0,0011
0,3640
0,6956
0,1680
0,4380
0,3577

& Tabelle 13. TGF-B1 — Vergleich Klappenmorphologien
Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta

1, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)
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Al A2 Bl B2 p-Wert
Gesamt il(f: f - ild,sg? g ; i i 0,0257
Gesamt D i16?§23 116,375:5 io('),839§3 J_rlé?sz7 0,0466
TAVD 0013 40612 40457 00 000
BAVD L0264 40530 4025 o156 0T
UAVD £0232  t0sss 40401 +Gsss OB
Gesamt ND il(’)?g; 1 ilé?gg 4 ) ) 0,0660
TAND S0 sosos o osm
BAVND J_rl(’ff; iz(,)’zgé - - 0,2210
UAVND ;&g& 116,777828 ) ) 0,2914

¢ Tabelle 14. TGF-B1 — Vergleich lokoregionare Unterschiede

Die Ergebnisse werden als MW +SD angegeben. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta
1, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV =
bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)

6.2 Daten grafisch

p = 0,6960
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& Grafik 21. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich dilatiert
versus nicht-dilatiert fur Lokalitat A2. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, D =
dilatiert, ND = nicht-dilatiert)
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a p = 0,8856 b p = 0,4848
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& Grafik 22. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich dilatiert
versus nicht-dilatiert. Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen Klappenmorphologien der
Lokalitat A2: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe,
UAV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)
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a p = 0,7559 b p =0,3873
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& Grafik 23. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von p-Actin derselben Bande. Vergleich
Dilatationstypen D1 versus D2. Subgruppenanalyse entsprechend der einzelnen Lokalitaten: Al
(@), A2 (b), B1 (c) und B2 (d). (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase)
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& Grafik 24. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhdngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich der
Klappenmorphologien untereinander; Subgruppenanalyse der dilatierten Proben als gepoolte
Lokalisationen. (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide
Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert)
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& Grafik 25. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhdngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich der
Klappenmorphologien untereinander; Subgruppenanalyse der dilatierten Proben entsprechend
der einzelnen Lokalitaten: Al (a), A2 (b), B1 (c) und B2 (d). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe,
UAYV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert)
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& Grafik 26. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhéangigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich der
Klappenmorphologien untereinander; Subgruppenanalyse der nicht-dilatierten Proben
entsprechend der einzelnen Lokalitdten: Al (a), A2 (b). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe,
UAYV = unicuspide Aortenklappe, ND = nicht-dilatiert)
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a p =0,3536 b p =0,2036

801 801
[ ] | |
£ 60 * - £
o o
< — <
& ] & 401 1
z' 401 XX > ot
s s S 204 T 1L
L] [%2) | ]
9 20- — ° . 7Y o
[<5) 3} O
]
0 . . -20 . .
TAV(AL) TAV(A2) BAV(AL) BAV(A2)
c p=0,4238
80
[ ]
£ 60 °* .
[S)
< —
[ n
2
> 401 —
(]
% 204 ole L
—ele
-
0 T T
UAV(AL) UAV(A2)

¢ Grafik 27. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhéngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich Lokalitat Al
versus A2; Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen Klappenmorphologien: tricuspide
(a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV
= tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)
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a p = 0,4307 b p =0,2324
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& Grafik 28. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhdngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich Lokalitat Al
bis B2; Subgruppenanalyse der dilatierten Proben entsprechend der jeweiligen
Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe,
UAYV = unicuspide Aortenklappe, D = dilatiert)
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& Grafik 29. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abhdngigkeit von B-Actin derselben Bande. Vergleich Lokalitat Al
versus A2; Subgruppenanalyse der nicht-dilatierten Proben entsprechend der jeweiligen
Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe,
UAYV = unicuspide Aortenklappe, ND = nicht-dilatiert)
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& Grafik 30. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abh&ngigkeit von B-Actin derselben Bande. Korrelationsanalyse
von Lokalitat A2 und Diameter Aorta ascendens. Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen
Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, asc = ascendens, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide

Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)
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& Grafik 31. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot
Angabe als relativen Wert in Abh&ngigkeit von B-Actin derselben Bande. Korrelationsanalyse
von Lokalitat B1 und Diameter Aorta ascendens. Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen
Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, asc = ascendens, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide
Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)
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& Grafik 32. Bestimmung der Proteinkonzentration von eNOS mittels Western Blot

Angabe als relativen Wert in Abh&ngigkeit von B-Actin derselben Bande. Korrelationsanalyse
von Lokalitat B2 und Diameter Aorta ascendens. Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen
Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (eNOS = Endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase, asc = ascendens, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide

Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)
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¢ Grafik 33. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-g1 mittels ELISA

Vergleich dilatiert versus nicht-dilatiert, Subgruppenanalyse nach den Lokalitaten Al (a) und A2

(b). (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, D = dilatiert, ND = nicht-dilatiert)
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¢ Grafik 34. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-g1 mittels ELISA

Vergleich Dilatationstypen D1 versus D2. Vergleich der gepoolten Lokalisationen (a), sowie
Subgruppenanalyse der Lokalitat A2 (b), B1 (c) und B2 (d). (TGF-1 = Transforming Growth
Factor Beta 1, D = dilatiert)
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¢ Grafik 35. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA

Vergleich der Klappenmorphologien untereinander. Subgruppenanalyse der Lokalitdten Al (a)
und A2 (b). (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, TAV = tricuspide Aortenklappe,
BAYV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)
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¢ Grafik 36. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-g1 mittels ELISA

Vergleich der Klappenmorphologien untereinander. Subgruppenanalyse der Probanden mit
dilatierter Aorta der Lokalitat B1 (a) und B2 (b). (TGF-p1 = Transforming Growth Factor Beta
1, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide
Aortenklappe, D = dilatiert)
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& Grafik 37. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA

Vergleich der Klappenmorphologien untereinander. Subgruppenanalyse der Probanden mit nicht-
dilatierter Aorta; als gepoolte Lokalisationen (a) sowie fir Lokalitat A1 (b) und A2 separat (c).
(TGF-p1 = Transforming Growth Factor Beta 1, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV =
bicuspide Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, ND = nicht-dilatiert)
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¢ Grafik 38. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA

Vergleich der Lokalitat Al versus A2; Subgruppenanalyse entsprechend der jeweiligen
Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (TGF-pL =
Transforming Growth Factor Beta 1, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide
Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe)
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¢ Grafik 39. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-p1 mittels ELISA

Vergleich Lokalitat Al versus A2; Subgruppenanalyse der nicht-dilatierten Proben entsprechend
der jeweiligen Klappenmorphologien: tricuspide (a), bicuspide (b) und unicuspide (c). (TGF-B1
= Transforming Growth Factor Beta 1, TAV = tricuspide Aortenklappe, BAV = bicuspide
Aortenklappe, UAV = unicuspide Aortenklappe, ND = nicht-dilatiert)
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& Grafik 40. Bestimmung der Proteinkonzentration von TGF-f1 mittels ELISA
Korrelationsanalyse von TGF-f1 und Diameter Aorta ascendens. Subgruppenanalyse der
tricuspiden Aortenklappe; als gepoolte Lokalisationen (a) sowie fur Lokalitat Al (b) und A2 (c)
separat. (TGF-B1 = Transforming Growth Factor Beta 1, asc. = ascendens, BAV = bicuspide
Aortenklappe)
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