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Einleitung

1. Einleitung

Die Aortenklappenstenose ist weltweit das haufigste behandlungsbedirftige er-
worbene Vitium bei Patienten Uber 75 Jahren [58, 94]. Die Inzidenz der nicht
rheumatischen Aortenklappenstenose ist aufgrund des demographischen Wan-
dels der Bevolkerung tendenziell steigend und geht mit einer hohen Morbiditat
sowie Mortalitéat einher [78, 146]. Vor allem Modnckeberg postulierte Anfang des
20. Jahrhunderts einen passiv degenerativen Prozess, der durch Kalziumknoten
an der Klappenoberflache wie auch erhdhtes Serumkalzium gekennzeichnet und
mit fortschreitendem Alter sowie rheumatischem Fieber assoziiert ist [88]. Einer
Studie aus dem Jahre 1994 gelang es erstmals den molekularen Mechanismus
offenzulegen und durch immunhistochemischen Nachweis Lipidablagerungen,
Makrophagen- und T-Zellinfiltration an Aortenklappen darzustellen. Folglich kann
eine multifaktorielle Genese, a&hnlich der Atherosklerose, als zugrunde liegende
Ursache betrachtet werden [98]. AbschlieRend fuhrt die Pathogenese zu einer
vermehrten Akkumulation von Kalzium, Verhartung der Klappensegel sowie des
Anulus und eine damit einhergehende Einengung des Ausflusstraktes. Sinnvolle
therapeutische Optionen ergeben sich aktuell lediglich im operativen- oder inter-

ventionellen Klappenersatz.
1.1. Aortenklappenstenose

1.1.1. Klinische Darstellung und Pathomechanismus

Die Aortenklappenstenose ist in den anfanglichen Stadien asymptomatisch und
wird deshalb initial selten erkannt. Wahrend die Lebenserwartung bei asympto-
matischen Stenosen nicht verklrzt ist, steigt die Mortalitdt bei symptomatischen

Stenosen aufgrund eines erhéhten plétzlichen Herztodrisikos deutlich [46].

Das Primarsymptom der Aortenklappenstenose stellt oft die Belastungssynkope
dar. Korperliche oder seelische Anstrengung flihren im physiologischen Zustand
zur Vasodilatation der peripheren Gefal3e und systemischen Hypotension. Das
gesunde Herz kann die erwahnten Prozesse durch kardiale Mehrarbeit mittelfris-

tig kompensieren, wohingegen eine Aortenklappenstenose in Kombination mit
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einer Fehlantwort der linksventrikularen Barorezeptoren zur zerebralen Minder-

perfusion, Schwindel und Synkope flhrt.

Bei Voranschreiten der Stenose ist durch das Auswurfhindernis die Erhéhung der
Vorlast vordergriindig. Diese dauerhafte Vorlasterhhung fihrt nach langer
asymptomatischer Phase zu einer initial konzentrischen Hypertrophie, Mehrver-
brauch von Sauerstoff, erhéhter Wandspannung im Subendokardium und stei-
gert konsekutiv das Risiko einer kardialen Minderperfusion. Die anfanglich kon-
zentrische Hypertrophie nimmt im Verlauf die Form einer exzentrischen Links-

herzdilatation an.

Funfunddreil3ig Prozent der Aortenklappenstenosepatienten prasentieren angina
typische Symptome [117], die auch bei koronarangiographischer Abwesenheit
von Koronararterienstenosen auftreten kénnen [46]. Angina Pectoris tritt auf,
wenn der kardiale Sauerstoffbedarf die vorhandene Sauerstoffzufuhr tberschrei-
tet. Hypertrophierte Kardiomyozyten haben einen hoheren Sauerstoffbedarf als
gesundes Myokard, wahrend das Endokard durch den erhdhten diastolischen
Druck und komprimierten intramuralen Geféal3en innerhalb des Ventrikels

schlechter perfundiert wird [56].

Die durch die Stenose bedingte Vorlasterhéhung wird zu Beginn durch das Herz
im Rahmen der physiologischen Gegenregulierung kompensiert. Hierzu zahlt der
Frank-Sterling Mechanismus, die ventrikulare Hypertrophie oder die kardiale
sympathische Innervierung. Nach einer latenten Phase kann das Herz die not-
wendigen MalRnahmen nicht mehr aufbringen, dekompensiert infolgedessen und
wird insuffizient. Hier zeigen sich die fir die Herzinsuffizienz typischen Symptome
wie Odeme, Ruhe- oder Belastungsdyspnoe, Abgeschlagenheit, Einschran-
kung der Leistungsfahigkeit und der Belastbarkeit.

Um entgegen des gesteigerten diastolischen Widerstandes eine suffiziente dias-
tolische Fillung des Herzens zu gewahrleisten, muss das Atrium Mehrarbeit leis-
ten und hypertrophiert im Verlauf ebenfalls, was wiederum zu anderen Folgeer-

krankungen (z.B. Vorhofflimmern oder Mitralinsuffizienz) fihren kann [125].
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1.1.2. Diagnostik

Neben den typischen Symptomen einer AS (Aortenklappenstenose) ist die klini-
sche Untersuchung essenziell und bietet einen schnellen Hinweis auf das vorlie-
gende Vitium. Auskultatorisch charakterisierend ist ein spindelférmiges Holosys-
tolikum mit punctum maximum tber dem 2. ICR rechts mit Fortleitung in die Ka-
rotiden. In der kérperlichen Untersuchung ist zudem ein ,pulsus tardus et parvus®

sowie ein palpabler, hebender Herzspitzenstol3 im 5. ICR links zu erwarten [46].
1.1.3. Apparative Untersuchungen

Neben der Blutdruckmessung nach Riva Rocci und des EKGs gibt die Rontgen-
Thorax-Untersuchung weitere schnelle Indizien fir eine AS. Besonders eine
poststenotische Dilatation der Aorta ascendens, eine verbreiterte Herzsilhouette,
eine abgerundete Herzspitze, ein eingeschrankter Retrokardialraum und eine

verkalkte Aortenklappe sind hier charakterisierend.

Das wichtigste diagnostische Tool und der Goldstandard zur Diagnosestellung
ist jedoch die Dopplerechokardiographie. Die ESC empfiehlt zur Diagnosestel-
lung eine Echokardiographie, in der erst das morphologische Erscheinungsbild
der Aortenklappe beurteilt wird, gefolgt von Evaluation der peak jet velocity, der
mean pressure gradient sowie der Klappenoffnungsflache [4]. Zur Feststellung
der maximalen Ausflussgeschwindigkeit (peak jet velocity) und des durchschnitt-
lichen Druckgradienten (mean pressure gradient) wird ein continuous-wave
Doppler an die Aorta angelegt und die hdchst gemessene Geschwindigkeit bzw.
der durchschnittliche Druck als Wert angenommen [21]. Weiterhin ist es mdglich

die hochgradige AS in vier Kategorien zu unterteilen [133]:

1. High-gradient aortic stenosis mit Klappendffnungsflache <1cmz2 und einem
Druckgradienten von durchschnittlich >40mmHg

2. Low-flow, low-gradient aortic stenosis mit einer Klappendffnungsflache
von <1cm?, einem Druckgradienten von durchschnittlich <40mmhg, einer
Ejektionsfraktion von <50% und einem Schlagvolumen von <35 ml/L2. Hier
empfiehlt die ESC eine low-dose Dobutamin Echokardiographie zur Un-

terscheidung von wahren schweren AS und pseudoschweren AS.
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3. Low-flow, low-gradient aortic stenosis mit einer Klappendffnungsflache
von <1cmz?, einem Druckgradienten von durchschnittlich <40mmhg, einer
erhaltenen Ejektionsfraktion von 250% und einem Schlagvolumen von <35
ml/L2.

4. Normal-flow, low-gradient aortic stenosis mit einer Klappenéffnungsflache
von <1lcmz?, einem Druckgradienten von durchschnittlich <40mmhg, einer
erhaltenen Ejektionsfraktion von 250% und einem Schlagvolumen von >35
ml/L2.

Zur vereinfachten Veranschaulichung der Schweregrade sind Grenzwerte in Ta-

belle 1 zusammengetragen.

Klappenoff- Durchschnittli- Maximale Fluss-
nungsflache KOF | cher Druckgradi- | geschwindigkeit
(cm?) ent Ap (mmHg) Vmax (m/s)

Normal 3-4 <10 <2,0

Leicht >1,5 <20 <3,0

Moderat 1-1,5 20-40 3,0-4,0

Schwer <1 >40 >4.0

Tabelle 1 Einteilung der Schwerergrade der Aortenklappenstenose

1.1.4. Therapie

Obwohl oft eine friihzeitige Diagnose einer AS mdglich ist, sind die therapeuti-
schen Maglichkeiten limitiert. Trotz der pathogenetischen Ahnlichkeit und ge-
meinsamen Risikofaktoren mit der Atherosklerose konnten Statine im Gegensatz
zur KHK keine Vorteile im Uberleben bzw. im Krankheitsprogress der AS erbrin-
gen [19, 112]. Bei asymptomatischen Patienten ohne eine schwere, hAmodyna-
misch relevante AS ist die Indikation einer therapeutischen Intervention nicht ge-

geben, es wird vielmehr das Prinzip des ,watchful waitings“ verfolgt.

Hingegen spricht die ESC bei symptomatischen Patienten mit zulassigen Komor-
biditdten eine starke Empfehlung fur eine interventionelle Therapie aus. Die ein-
zig sinnvollen Therapieoptionen sind in minimalinvasiven oder offen operativen

Klappenersatz geboten, wobei im offen operativen Ansatz in der Regel versucht
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wird den Klappenersatz mit anderen notwendigen Eingriffen (u.a. aortokoronare
Bypassoperationen) zu kombinieren.

Abbildung 1 Algorithmus zur Behandlung von hochgradigen Aortenstenosen analog der ESC-
Empfehlung 2022. EuroSCORE=European System for Cardiac Operative Risk Evaluation;
LVEF-=left ventricular ejection fraction; STS-PROM=Society of Thoracic Surgeons predicted risk
of mortality; TAVI=transcatheter aortic valve implantation; Modifiziert mit Genehmigung nach
[133].
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Bei inoperablen Patienten empfiehlt die ESC stattdessen eine minimalinvasive
Intervention mittels transfemoraler TAVI (transcatheter aortic valve implantation)

analog dem Algorithmus aus Abbildung 1.

Bei minimalinvasiven Eingriffen besteht die Mdglichkeit der Implantation eines
biologischen Klappenersatzes, wohingegen in offen operativen Varianten sowohl
ein biologischer als auch mechanischer Klappenersatz durchfuhrbar ist [133].
Mechanische Klappen bestehen aus Carbon oder Titan und zeichnen sich durch
eine jahrzehntelange Haltbarkeit aus. Jedoch ist aufgrund eines erhéhten Throm-
bembolierisikos die Notwendigkeit einer lebenslangen Antikoagulation gegeben.
Biologische Klappen hingegen bestehen aus humanem oder tierischem Gewebe
und bendtigen keine Antikoagulation. Die Klappen sind im Gegenzug anfalliger
fur degenerative Prozesse und verfiigen deshalb vergleichsweise nur Uiber eine
eingeschrankte Haltbarkeit (im Mittel ca. 10 Jahre) [101]. Aufgrund der differen-
ten Haltbarkeit sowie der notwendigen Begleitmedikation sollten patientenbezo-
gene Faktoren wie Lebensstil, Lebenserwartung, Thrombembolierisiko, Wahr-
scheinlichkeit eines weiteren operativen Eingriffes und der informierte Patienten-
wunsch bei der Wahl zwischen mechanischer- und biologischer Klappe bertck-
sichtigt werden [133].

Neben des Herzklappenersatzes ist eine Optimierung und Behandlung kardi-
ovaskularer Risikofaktoren und anderer Komorbiditdten wie Hypertension oder
Vorhofflimmern indiziert. Weitere therapeutische Ansétze beziehen sich auf die
Folgen der Aortenklappenstenose wie die Herzinsuffizienz und deren medika-

mentodse Therapie.
1.2. Pathophysiologie der Aortenklappenstenose

Der genaue Ursprung der Aortenstenose bleibt weiterhin unbekannt, da bisher
kein eindeutiger einzelner Mechanismus identifiziert werden konnte, sondern die
AS vielmehr auf multiple Einflisse zurtickzufihren ist. Diese Mechanismen invol-
vieren Inflammation, Angiogenesis und Hamorrhagie, Fibrose, oxidativer Stress
und letztlich Verkndcherung im finalen Stadium. Histologisch bestehen Herzklap-

pen aus drei Zellarten; interstitielle Zellen (VIC= valve interstitial cells), glatte
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Muskulatur (SMC= smooth muscle cells) und endothelialen Zellen (EC= endothe-
lial cells). Endotheliale Klappenzellen dienen als Barriere zwischen Blut und Klap-
pengewebe, wohingegen sich VIC in der gesamten Herzklappe verteilen und der
physiologischerweise mechanisch beanspruchten Klappenregion Stabilitat ver-

leihen.

Zu Beginn der Erkrankung besteht eine durch Scherkréfte verursachte endothe-
liale Dysfunktion mit subendothelialer Verdickung, gefolgt von Infiltration mit Mak-
rophagen, Lymphozyten und Lipiden, die eine Kaskade mit inflammatorischen
Zytokinen und fibrotischen Mediatoren initiieren [98]. Eines dieser Zytokine ist
TGF-B1, welches an stenosierten Aortenklappen nachweisbar ist [62]. Durch
TGF-B1 induzierte Stimulation von VIC und sequenzieller Aktivierung von Fib-
roblasten wird die Kollagenproduktion und Kollagenablagerung in der extrazellu-

laren Matrix angeregt [139].

Weitere proinflammatorische und profibrotische Zytokine wie interleukin-18 [57]
oder TNF-a [69] konnten ebenfalls in der extrazellularen Matrix von Klappenzel-
len nachgewiesen werden. Sie scheinen mit dem Progress der AS durch Stimu-
lation von MMP (Matrix metalloproteinase) und seinem Antagonisten TIMP-1
(tissue inhibitory metalloproteinase-1) zu korrelieren [26]. Die MMPs gehdren zu
einer Gruppe proteolytischer Schlisselenzyme, welche durch den NF-kB-Pa-
thway Zytokine wie MCP-1, IL-8 und IL-1 aktivieren und in der Atherosklerose
und AS eine zentrale Bedeutung in inflammatorischen Geschehen besitzen [26].
Uberdies sind MMPs durch proteolytische Eigenschaften im extrazellularen Re-
modelling der Atherosklerose beteiligt. Das Remodelling kann in der Atheroskle-
rose als essenzieller pathophysiologischer Schritt gesehen werden und scheint
diese Rolle in der AS beizubehalten [34, 59].

Das Peptidhormon Angiotensin II, was unter anderem eine Blutdruck- und Was-
serhaushaltregulierende Funktion via Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Ubernimmt, ist durch inflammatorische und fibrotische Prozesse durch einen &hn-
lichen Mechanismus via MMP relevant [10]. Zusatzlich zu einem immunhistoche-

mischen Nachweis von ACE (Angiotensin converting enzyme) in kalzifizierten
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Aortenklappen, waren erhéhte Serum ACE2-Niveaus mit erhdhter Mortalitat und

einer schlechteren Prognose in der AS assoziiert [96, 105].

Ein weiterer moglicher pathophysiologischer Ansatz ist in der intravalvularen Ne-
ovaskularisation und Hamorrhagie durch Gefal3ruptur und konsekutiver Hamo-
globineinlagerung zu finden [18]. Eisentberladungen induzieren in der Genese
der Atherosklerose oxidativen Stress, wirken proinflammatorisch und begunsti-
gen die weitere Progression [152]. Entgegen erster Studiendaten hinsichtlich der
zuvor erwahnten Mechanismen an Aortenklappen kann hier mangels ausreichen-
der Verifizierung lediglich ein perspektivisches Konzept in der Entschlisselung

der Pathogenese der AS geboten werden.

Im letzten Schritt der Kaskade steht die Verkndcherung und die finale Einengung
des Anulus. Eines der hier involvierten Proteine ist das saure ossifizierende OPN
(Osteopontin), welches durch hohe Affinitdt zu Knochenmatrizes gekennzeichnet
ist. Durch eine RGD (arginine-glycine-aspartate) und integrin-binding sequence
ist es in der Lage, Osteoblasten und Osteoklasten an die Knochenmatrix zu bin-
den und die Verkndcherung zu beschleunigen [95]. Durch histologischen Beweis
von Osteopontin an kalzifizierten Aortenklappen zeigte O’Brien et al. 1995 erst-
mals die Involvierung des Peptids in der Genese der Aortenklappenstenose [95].
Diese Annahme wurde durch erhéhte Serumspiegel von OPN und Korrelation zur

AS im Vergleich zu gesunden Patienten weiter untermauert [151].

Weitere zu erwdhnende osteogene Faktoren, sind Osteocalcin, alkalische Phos-
phatase und Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2). Im Allgemeinen sind das
Peptidhormon Osteocalcin und das Stoffwechselenzym alkalische Phosphatase
Bestandteil des physiologischen Knochenstoffwechsels, dessen Relationen zur
Aortenstenose als aktive osteoblastische Phenotypen in den Spatstadien der Er-
krankung an Bedeutung gewinnen [15, 104, 120].

Das durch valvulare Lipidablagerungen induzierte BMP-2 wurde ebenfalls ver-
mehrt an kalzifizierten Aortenklappen nachgewiesen. Es besitzt multiple verkno-
chernde Eigenschaften, die wird im Laufe dieser Arbeit dezidiert diskutiert wer-
den [68, 106].
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der Pathophysiologie der Aortenklappenstenose. Durch
einen initialen endothelialen Schaden durch Scherkréfte beginnt die intravalvulére Infiltration von
Lymphozyten, Monozyten und Lipiden. Lipide oxidieren und induzieren durch Angiotensin Il Fib-
roblasten. Monozyten proliferieren zu Makrophagen und induzieren gemeinsam mit Lymphozyten
durch andere Mechanismen und Faktoren wie TGF-B1 und TNF-a ebenfalls Fibroblasten. Diese
leiten eine Osteogenese durch Osteoblasten und Kalzifizierung und Kollagenablagerungen die
Verkndcherung der AS ein. Kollagen wird durch interstitielle Zellen induziert, die wiederum durch
TGF-B1 aktiviert werden. Kollagen ist essenziell fur die Kalzifikation. Intravalvuldare Hamorrhagien
werden nicht dargestellt. Modifiziert mit Genehmigung aus [97], Copyright Massachusetts Medical

Society.
1.3. Monozyten

Bereits 1968 zeigten Untersuchungen, dass Vorstufen von Monozyten im Kno-
chenmark entstehen und sich im Blut zirkulierend zu Monozyten differenzieren,

bevor sie sich im Gewebe zu Makrophagen oder dendritischen Zellen entwickeln
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[43, 134]. Als Teil der angeborenen Immunantwort besitzen Monozyten wichtige
immunologische Aufgaben: Phagozytose, Antigenprasentation und Zytokinpro-
duktion [35]. AulRerdem verflgen sie Uber eine inflammatorische Komponente
durch eben genannte Zytokininduktion, die sich vor allem bei der Genese der

Atherosklerose als essenziell erwiesen hat [52].

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie war es moglich, Mo-
nozyten vor nicht allzu langer Zeit durch die Cluster of Differentiation- Rezeptoren
(CD) in weitere Subpopulationen zu differenzieren. Dabei wurden die an der Zell-
oberflache exprimierten Zellrezeptoren, hauptsachlich CD14 und CD16, hinzuge-
zogen und anhand dieser zwischen klassischen Monozyten mit hoher CD14 Re-
zeptoranzahl (CD14**CD16"), nicht klassischen Monozyten mit wenig CD14 und
hoherer CD16 Expression (CD14*CD16**) sowie intermedidren Monozyten mit
hoher CD14 Anzahl und niedriger CD16 Anzahl (CD14**CD16") unterschieden
[100, 156].

Monozyten

klassisch CD14""CD16

intermediar CD14""CD16"

nicht-klassisch CD14°'CD16""

Abbildung 3 Monozytare Subpopulationen. Modifiziert mit Genehmigung nach [156].
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1.3.1. Klassische Monozyten (CD14**CD16")

Klassische Monozyten machen 80-95% aller Monozyten aus und kennzeichnen
sich durch phagozytierende Eigenschaften, erhohte chemokine Rezeptorexpres-
sion (CCR1, C-C chemokine receptor type 1) sowie durch Produktion von Ent-
zindungsmediatoren wie IL-6, was ein Hinweis auf die entztindliche Funktion
dieser Subpopulation ist [143]. Klassische Monozyten sind in der Lage LDL (low-
density lipoprotein) zu phagozytieren und infolge dessen ROS (reactive oxygen
species) oder andere Zytokine freizusetzen und so die Atherosklerose zu fordern
[52].

1.3.2. Intermediare Monozyten (CD14""CD16")

Intermediare Monozyten nehmen eine Position zwischen den klassischen und
nicht klassischen Monozyten ein [143]. Sie machen ca. 2-8% der Monozytenpo-
pulation aus, sind gepragt durch MHC Il (major histocompatibility complex class
) und mit Aufgaben wie Angiogenese (TIE2, CD105), Antigenprasentation
(CD74, HLA-DR, IFI30, CTSB), inflammatorische Antworten (TGF-B1, AIF1,
PTPNG), Produktion von ROS und T-Zellstimulation betraut [143, 153].

1.3.3. Nicht klassische Monozyten (CD14"CD16")

Nicht klassische Monozyten charakterisieren sich durch eine leicht positive
CD14-Expression sowie deutlich positive CD16-Expression und sind zu 5-10%
an der gesamten Monozytenpopulation beteiligt. Funktionell unterscheiden sie
sich durch phagozytierende Eigenschaften bei Zellschaden sowie nach Virus-
oder Nukleinsaurekontakt via TLR7 und TLR8 (toll-like-Receptor 7- und 8) [20].
Dartber hinaus produziert der Subtyp unter Stimulation von Lipopolysacchariden
vermehrt TNF-a und IL-1B [5, 143]; zwei vordergriindig maRgeblich bei Autoim-
munerkrankungen beteiligte Zytokine. Misharin et al. konnten eine Gelenk-
destruktion durch nicht klassische Monozyten im Rahmen eines Mausmodells bei
der rheumatoiden Arthritis belegen [86]. Neuerliche Assoziationen erbrachten
weitere Studien zwischen nicht klassischen Monozyten und anderen Erkrankun-

gen wie der Sepsis oder des Lupus Erythematodes [91].
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1.4. Thrombozyten

Die Thrombozytendifferenzierung findet in Megakaryozyten statt und kennzeich-
net sich durch eine Sezernierung der ausgereiften Thrombozyten aus den Pseu-
dopodien der Vorlauferzellen aus [71]. Megakaryozyten sind diametrisch die
grofdten Zellen im Knochenmark und sind bei 0,5% der medullaren Proliferatio-
nen beteiligt. Sie entstehen aus myeloischen Vorlauferzellen und differenzieren
sich mithilfe von GATA-1 (Globin transcription factor 1) und MYB, wahrend diese
beiden Transkriptionsfaktoren als Gegenspieler fungieren und das Gleichgewicht
zwischen Erythropoese und Thrombopoese halten. In den frihen Phasen der
Megakaryozytendifferenzierung tragen Co-Faktoren wie GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-
11, TPO (Thrombopoetin) zur megakaryozytaren Hamatopoese bei, wobei letz-

tere als regulierende Faktoren fungieren [71].

Thrombozyten charakterisieren sich durch einen fehlenden Zellnukleus und
durch Ubernahme von wichtigen Aspekten in der Hamostase und einige Immun-
funktionen. Elektronenmikroskopisch ist intrazellular ein dichtes transmembran6-
ses Kanalsystem mit endozytarer und sekretioneller Funktion (Surface-connec-
ted canalicular system (SCCS)) zu finden. Durch dieses System werden die
thrombozytaren Granulae bei Aktivierung freigesetzt und die koagulatorischen-
sowie inflammatorischen Funktionen der Plattchen entfaltet [71].

Nach erfolgtem Endothelschaden kommt es zur Ausschittung von zytoplasmati-
schem VWEF (von-Willebrand-Faktor) und Adhasion von Thrombozyten durch
GPIba-Rezeptoranbindung [71]. GPIba (CD42b), Faktor IX und Faktor X bilden
einen Komplex und binden an den VWF an, der als wichtiges Bindeglied zwi-
schen Thrombozyten und dem subendothelialen Fibrin gesehen werden kann.
Nach fortschreitender Aktivierung der Koagulationskaskade und weiterer Anbin-
dung von Fibrin und zunehmender Aggregation kommt es letztendlich zur Aus-
schuttung der intrazellularen Granulae aus den aktivierten Thrombozyten durch

oben genanntem SCCS.

Diese intrazellular enthaltenen Granulae sind untereinander durch ihre Zusam-

mensetzung different. Sie werden wéhrend der Entstehung in Megakaryozyten
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synthetisiert und enthalten sowohl multifunktionale Proteine wie PDGF, VEGF,
FGF, TGF-B als auch diverse Gerinnungsfaktoren. Eine grobe Ubersicht tber

den Inhalt der Granulae kann aus untenstehender Tabelle entnommen werden.

Granula Inhaltstoff
a Granula VWF
Faktor V
Faktor VIII

Fibrinogen

Fibronectin

VEGF/VPF, TGF-3, PDC1, PDGF
A Granula (dense Granula) ADP

ATP

Serotonin
Caz*, Mg?*
Tabelle 2 Inhalt der thrombozytaren Granulae VWF= Von-Willebrand-Faktor; VEGF= vascular

endothelial growth factor/ vascular permeability factor; TGF-B= transforming growth factor -3,

PDC1= platelet derived collagenase inhibitor; PDGF= platelet derived growth factor [71]
1.4.1. Rolle der Thrombozyten bei der Aortenstenose

Die Rolle von Thrombozyten bei Herzinfarkten oder Schlaganfallen durch Adha-
sion an rupturierte atherosklerotische Plaques und konsekutiven thrombemboli-
schen Ereignissen ist allgemein bekannt. Gawaz et al. zeigten, dass Thrombozy-
ten nicht nur in der Spatphase der Atherosklerose, sondern unter anderem be-
reits in den Anfangsstadien durch Chemotaxis mithilfe von IL-1 und MCP-1 (Mo-
nocyte Chemoattractant Protein-1) intervenieren und durch Aktivierung des NF-

kB-Pathways die Erkrankung beeinflussen kénnen [37, 38].

In diesem Zusammenhang alteriert turbulenter Blutfluss, wie es bei der Aorten-
klappenstenose der Fall ist, thrombozytare Funktionen, aktiviert diese und indu-
ziert eine Adharenz der Zellen an das Endothelium [109]. Das proinflammatori-
sche Zytokin TGF-f ist in Thrombozyten intrazellular quantitativ hundertfach ho-
her exprimiert als in anderen Koérperzellen und ist serologisch bei AS Patienten
im Vergleich nur Normalpopulation zudem vermehrt nachweisbar [2, 137]. Dieser
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Umstand suggeriert eine inflammatorische Beteiligung von Thrombozyten in der

Genese der Aortenstenose, dhnlich der Atherosklerose.
1.5. Transforming growth factor-beta Superfamilie

Der Transforming growth factor-betal (TGF-B1) ist ein Zellprotein, das 1983 erst-
mals aus menschlichen Thrombozyten isoliert und beschrieben wurde [2]. In den
Folgejahren konnten nach Entdeckung des ersten humanen Proteins andere,
sich strukturell und in der Wirkweise &hnelnde, Geschwisterproteine isoliert und
identifiziert werden. Die Peptide gliedern sich hauptsachlich in zwei Subfamilien:
Die TGF-B/Activin/Nodal Subfamilie und BMP (bone morphogenetic pro-
tein)/GDF (growth and differentiation factor)/MIF (Muellerian inhibiting factor).
Unterschiede dieser Subfamilien sind hauptsachlich durch unterschiedliche Affi-
nitdten gegenuber verschiedenen Transmembranrezeptoren und konsekutiv dif-
ferierenden Signalwegen gepragt. Die meist als inaktive Prohormone sekretierten
Zytokine bendgtigen proteolytische Spaltung durch die extrazellulare Matrix, bevor
sie in ihrer aktiven Form von Signalrezeptoren erkannt werden [49, 50, 118].

1.5.1. Funktionen von TGF-1

TGF-pB gilt als stark pleiotropes Peptid in Diversen physiologischen und patholo-
gischen Funktionen wie Inflammation, Fibrose oder Chemotaxis. Beispielsweise
kann die Wundheilung als komplexer multiphasischer Prozess mit Chemotaxis,
Fibroblastendifferenzierung, Angiogenese, Kollagenablagerungen und Narben-
bildung im Endstadium angesehen werden, welcher durch TGF-B maRgeblich
stimuliert und beeinflusst wird. TGF-f bildet gemeinsam mit VEGF einen ent-
scheidenden Faktor in der Angiogenese der Wundheilung. In der Chemotaxis
besitzt TGF- insbesondere in der Stimulation von Neutrophilen sowie Monozy-
ten eine wichtige Funktion [32, 108, 138]. Diese Immunzellen kdnnen durch Ak-
tivierung von Fibroblasten sowie Myofibroblasten die Narbenbildung weiter vo-

rantreiben.

Die profibrotische Funktion von TGF-B wird durch erhéhte TGF-$ Nachweise und
Kollagen-Gen-Expression in der Lungenfibrose unter Bleomycingabe, einem lun-

genfibroseinduzierendem Antibiotikum und Zytostatikum verdeutlicht [22].
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Neuere Studien zeigten den Einfluss des Proteins bei der Entstehung von ande-
ren kollagenassoziierten Pathologien wie der Atherosklerose und systemischen
Sklerose [70, 113].

Die Diversitat in den Funktionen des Peptids setzt sich durch dessen Wirkung in
der Chemotaxis fort. Zusatzlich zu den oben erwahnten chemotaktischen Eigen-
schaften inhibiert TGF-B T-Zellen, T-Helferzellen, B-Zellen oder auch NK-Zellen
und kann deshalb als Regulator von Immunfunktionen gesehen werden [77].
Hiermit vereinbar sind diverse Studien hinsichtlich des Peptids und dessen bipo-

laren Einfluss auf autoimmune Erkrankungen [45, 103].

In der Tumorgenese wirkt TGF-3 im Fruhstadium suppressiv, wohingegen es in
spateren Stadien die Tumorprogression und Metastasierung begunstigt. In den
anfanglichen Stadien entfaltet das Protein seine tumorsuppressive Wirkung
durch Hochregulierung von CDK (Cyclin-dependent kinase) [23]. Diese antitumo-
rale Wirkung verliert das Peptid jedoch im Verlauf aufgrund herunterregulierter
TGF-B-Rezeptoren und Induktion von EMT (Epithelial-mesenchymal-Transition)

und konsekutiver Aktivierung von MMP [44].

TGF-B nimmt Uber Fibrosierung in der Wundheilung und organassoziierten Fib-
rosen hinaus an kardiovaskularen Pathologien, insbesondere der AS teil. Fielitz
et. al zeigten eine Korrelation zwischen kardialer Druck- und Volumenuberladung
sowie ACE und TGF-B1-Expression mit hieraus resultierenden kardialen Kol-
lagenablagerungen [33]. Angiotensin Il stimuliert TGF-B durch den Wnt-Signal-
weg und treibt die Fibrosierung hiermit weiter voran [31]. Zusétzlich beschrieben
Jian et al. ein erhéhtes extrazellulares TGF-B1 an kalzifizierten Aortenklappen
mithilfe immunhistochemischer Farbung und vermuteten eine Beschleunigung
des Progresses der Aortenklappenstenosen via apoptotische valvulare Knétchen
[62].

Neben den fibrosierenden Eigenschaften von TGF-B scheint es kalzifizierende
Effekte an der Aortenklappe zu besitzen. Durch Hochregulierung von VIC akti-
viert TGF-B gemeinsam mit BMP-2 und der alkalischen Phosphatase die osteo-
blastischen Eigenschaften der VIC und ist mit einer Progression der AS assoziiert
[155].
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1.5.2. Die Signaltransduktion von Transforming growth factor-

betal und Bone morphogenetic proteins

Proteine der TGF- Superfamilie besitzen einen aus vier Aminosaureresten be-
stehenden Cystin-Knoten und einer weiterer Disulfidbriicke zwischen dem ersten
und vierten Aminosaurerest [90]. TGF-B wirkt via Anbindung an gleichnamige
Rezeptoren, mit denen es heteromerische Komplexe bildet. Beschrieben sind
sieben Typ | Rezeptoren (ALK 1-7) und vier Typ Il Rezeptoren (TRRII, BMPRII,
ActRIIA/B), die sich durch N- und C-Terminus sowie einen transmembrandsen
Teil auszeichnen [92]. TGF-B und Activin weisen die hdchste Affinitat zu Typ Il
Rezeptoren auf. Durch Anbindung diese Rezeptoren und konsekutiver Einleitung
von Typ Il Rezeptor-Kinasen kommt es zur Phosphorylierung an der GS-Box,
einem Glycin/Serin- reichen Teil der Membran und die Typ | Rezeptor-Kinase
wird induziert [53, 89]. Die Typ | Rezeptor-Kinase ist in der Lage R-SMAD (re-
ceptor associated- small mothers against decapentaplegic), in diesem Fall SMAD
2/3 zu aktivieren, welche nach Phosphorylierung Komplexe bilden und durch Ak-
kumulation die Transkription im Nukleus mit regulieren [111]. SMADS sind wich-
tige Co-Faktoren in der Transkription, die diese entweder als R-SMADS modifi-

zieren oder als I-SMADS hemmen kdnnen.
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Abbildung 4 Darstellung der Signaltransduktion von TGF-B1 und den BMPs mit jeweiligen Re-
zeptortypen und Co-Rezeptoren. Modifiziert mit Genehmigung nach [41, 75]

Ein ahnlicher Mechanismus liegt dem Transduktionsweg der BMPs zugrunde.
Unterschiede finden sich hier lediglich in den bevorzugten zugehdérigen Signalre-
zeptoren und in den folglich aktivierten SMADs. BMPs préaferieren Typ | Rezep-
toren (ALK 1-3 und 6) oder Typ Il Rezeptoren (BMPRII oder ActRIIA/B), differie-
ren sich jedoch untereinander durch unterschiedlich starke Ligandenaffinitaten
[41]. Die infolgedessen in Gang gesetzten intrazellularen Mediatoren unterschei-
den sich in der Funktion von denen der durch TRRI aktivierten Peptide. Zudem
sind Co-Rezeptoren wie Endoglyn oder LRP1 vorhanden, die die Signaltransduk-

tion weiterhin beeinflussen kénnen [27, 73].
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1.5.3. BMPs (Bone Morphogenetic Proteins)

BMPs sind ein Teil der TGF-B Superfamilie, dessen Aktivitaten erstmals 1965
von Urist beobachtet worden sind [132]. Im Anschluss an subcutaner oder in-
tramuskularer Knochenmatrixinjektion in Rodentia waren ektope Knochenwachs-
tume zu beobachten. Die BMPs als urséchliche Proteine konnten erst Jahr-
zehnte spéater verantwortlich gemacht werden [81, 140]. Eine essenzielle Rolle
spielen BMPs somit bei der Induktion und Regulierung von Knochen- und Knor-
pelformation [106, 115, 144], welche sich vor allem wéhrend der Embryogenese
und Frakturheilungen entfalten [47, 107].

Es existieren mehr als 15 strukturell Verwandte BMPs, die anhand ihrer Amino-
sauresequenzen in weitere Subgruppen zu unterteilen sind. BMP -2-/4 bilden
eine Gruppe, ebenso wie BMP-5/-6/-7/-8, GDF-5/-6/-7, GDF-8/-11, BMP-9/-10,
GDF-1/-3 und GDF-10/BMP-3 [90].

1.5.4. Funktionen von BMP-2

Wie auch das Geschwisterprotein TGF-1, besitzt BMP-2 multifunktionale Eigen-
schaften. Diese zeigen sich unter anderem in einer hepatozellularen Uberexpres-
sion von Hepcidin, einem Eisenspeicher unter Stimulation von BMPs, wie auch
in der Regulierung und Distribution von adipésem Gewebe [25, 130]. Als erste
entdeckte und weitreichendsten erforschte Eigenschatft ist die Rolle im Knochen-
stoffwechsel zu benennen. Seit jeher bestand das Ziel, die osteogenetische
Funktion von BMP-2 zu nutzen, weshalb Shimandle et al. Mausen bei Spondylo-
desen rekombinantes BMP-2 verabreichte. Die Knochenformation sowie Kno-
chenversteifung in der Versuchsgruppe gelang deutlich schneller als in der Kon-
troligruppe [116]. Govender et al. versuchte diesen Umstand bei humanen Pro-
banden zu verifizieren und bestatigte dies durch die Tatsache, dass Patienten
eine verbesserte Heilungsrate und weniger Komplikationen nach einer offenen
Tibiafraktur unter supplementarer BMP-2-Substitution erlitten [42]. Zudem wirkt
der Ligand bei einigen osteotropen Pathologien mutmalilich als eine der treiben-

den Krafte, insbhesondere bei Tumoren wie Pankreaskarzinomen,
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Prostatakarzinomen oder Osteosarkomen scheint BMP-2 in Abhangigkeit der Tu-

morentitat eine inhibierende oder aktivierende Rolle innezuhaben [48, 54, 74].

Die Rolle des Peptids im Knochenmetabolismus setzt sich in der Verkndcherung
der Aortenstenose fort. Seya et al. zeigten an Untersuchungen der Herzklappen
von Nagetieren unterschiedlichen Alters (9 Wochen und 30 Wochen), dass bei
alteren Mausen eine erhdhte Expression von BMP-2, AP und AP-aktivitat der VIC
zu beobachten war. Der Versuch, die valvulare Verknécherung mit osteogenen
Medikamenten wie TNF- a, Dexamethason, -Glycerophosphat und hohe Phos-
phatkonzentrationen zu beschleunigen scheiterte. Die Studie legte somit die Ver-
mutung nahe, dass mutmallich andere ossifizierende Prozesse, vor allem der
BMP-2-Pathway, Ursache fur die AS sind [119]. Kaden et al. demonstrierten dar-
Uber hinaus durch immunhistochemischer Farbungen eine erhbhte BMP-2-Ex-
pression an kalzifizierten Aortenklappen im Vergleich zu nicht kalzifizierten Aor-

tenklappen [68].
1.5.5. Funktionen von BMP-4

Wie auch BMP-2 tragt BMP-4, neben osteoinduktiver Funktionen, entscheidend
zur Embryogenese, insbesondere der Entwicklung von Extremitaten, Organoge-
nese sowie des ZNS bei [66]. Jones et al. fand eine besonders hohe Expression
des Zytokins wahrend der Entwicklung des Diencephalons, insbesondere der Hy-
pophyse im Mausmodell. Der Einfluss des Signalproteins belauft sich zusatzlich
auf die dorsoventrale Achse des Embryos zusammen mit dem Gegenspieler No-

ggin und unterstreicht deren Wichtigkeit in der Entwicklung [65, 82, 157].

Die Unabdingbarkeit von BMP-4 in der Embryogenese bestétigte sich im Tierver-
such durch frihzeitiges Versterben des Embryos bei Abwesenheit von BMP-4-

Transgenen [99].

Im Spektrum der Tumorgenese stellt BMP-4, ahnlich wie TGF-3, eine durch um-
fassende Studien belegte vordergriindig divergente Rolle dar. Einerseits agiert
das Protein tumorsuppressiv bei Lungen-, Mamma-, Kolorektal- oder Blasenkar-
zinomen indem es die Tumorprogression verlangsamt oder die Chemotherapie-
sensitivitdt erhoht und den Wnt-Signalweg aktiviert [7, 30, 72, 79, 93],
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andererseits bringt es das Tumorwachstum weiterhin in Gang und férdert die Me-

tastasenneigung [24, 76].

Neuerliche Studien unterstreichen den Einfluss von BMP-4 auf das kardiovasku-
lare System. Bei starker mechanischer Beanspruchung begtinstigt das endothe-
liale BMP-4 die Adhasion von Monozyten an das Endothelium via ICAM-1 Ex-
pression und somit die Inflammation und in Folge die Atherosklerose [123, 124].
Die Inhibition von BMPs durch das Matrix GLA Protein, ein Antagonist des Pep-
tids, fuhrte zu einem Riuckgang der Atherosklerose, der Media- und Intimainflam-

mation sowie Kalzifikation im Mausmodell [150].

Sun et al. wiesen einen BMP-4-vermittelten Anstieg von ROS (reactive oxygen
species) und NOX (NADPH oxidase), zwei Schlusselfaktoren der kardialen Hy-
pertrophie und Aortenstenose, innerhalb der Kardiomyozyten nach [131]. Dar-
Uber hinaus spielt das mechanosensitive BMP-4 eine Rolle in der kardialen Fib-
rose und prasentierte sich bei starken Scherkréften an Aortenklappenstenosen
deutlich erh6ht [128, 129].

1.5.6. Funktionen von BMP-7

Nach erfolgreicher Identifizierung und Klonung von BMP-7 (auch osteogenic pro-
tein 1 genannt) wurde rasch dessen Fahigkeit, Stammzellen zu Osteoblasten zu
stimulieren und differenzieren, erwiesen [11]. Diese Eigenschaft untermauerte
Cook et al. durch den Nachweis einer verbesserten Frakturheilung im Mausmo-
dell unter BMP-7-Gabe [17]. Am Menschen hingegen war die Uberlegenheit des
Zytokins hinsichtlich osteogener Funktion gegentuber autologer Knochentrans-
plantation nicht zu beweisen, weshalb die therapeutische Applikation von rhBMP-
7 (recombinant human BMP-7) beim Menschen lediglich als alternative zur auto-

logen Knochentransplantation verwendet wird [36].

Parallelen zwischen BMP-7 und BMP-4 in embryogenetischen Funktionen und
der Unentbehrlichkeit beider Peptide sind aufzuzeigen. Ahnlich wie BMP-4 hatte
eine vollstandige Inhibition von BMP-7 im Mausmodell ein frihzeitiges Verster-
ben der Versuchstiere zufolge. Anders als bei BMP-4 allerdings verstarben diese
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erst nach der Geburt und prasentierten morphologisch eine Anophtalmie sowie

renale Dysplasie [29].

BMP-7 wurde aul3erdem als ,Gegenspieler” von TGF- unter anderem bei ma-
lignen Erkrankungen identifiziert. Wahrend TGF-f3 ossére Metastasierungen ins-
gesamt begunstigt, scheint BMP-7 eine kontrare, inhibierende Aufgabe zu Uber-

nehmen [8, 9].

Dieser Gegensatz setzt sich jenseits maligner Erkrankungen fort. TGF-3 agierte
beispielsweise in der renalen Fibrose proinflammatrorisch und profibrotisch, wo-
hingegen BMP-7 seinen protektiven Effekt entfaltete und die bereits von TGF-3
verursachte Fibrose revidierte [40, 145, 147].

Uberdies waren sowohl im Tiermodell als auch bei humanen Probanden in links-
ventrikularen Biopsien histologisch, via Western Blot und gPCR bei hochgradigen
AS, BMP-7-Expressionen deutlich vermindert. Die durch kardiales Remodelling
gezeichneten Myozyten mit nachweislichem Disaquilibrium von BMP-7 und TGF-
B konsolidierten die Theorie der gegenséatzlichen Funktionen beider Peptide er-
neut [85, 142].

1.6. Fragestellung dieser Arbeit

Wie oben erlautert, spielen einige Proteine der TGF-B-Superfamilie in der
Apoptose, Chemotaxis, Embryogenese, Tumorwachstum sowie bei Inflammati-
onsprozessen und Fibrosen eine relevante Rolle. Inwieweit diese Proteine die
Fibrose und Kalzifikation der Aortenklappe in Abhéngigkeit vom Stadium und
dessen Progression induzieren, beschleunigen oder verlangsamen ist noch nicht

endgultig untersucht.

In dieser Studie wurde in einer Kohorte von 43 Patienten mit einer nativen Aor-
tenklappenstenose die Expression von TGF-31, BMP-2, BMP-4 und BMP-7 an
Monozyten und Thrombozyten untersucht. Die Expressionsmuster der oben ge-
nannten Proteine wurden bei Patienten mit unterschiedlichen Schweregraden ei-
ner Aortenklappenstenose analysiert. Hierbei wurden frihe Stadien (Grad 1) mit
spaten Stadien (Grad Il und ) miteinander  verglichen.

AulRerdem wurden die jeweiligen Vorerkrankungen, Pramedikationen,
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Laborwerte und die kardiovaskuléaren Risikoprofile der unterschiedlichen Schwe-

regrade untersucht und miteinander verglichen.
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2. Material und Methoden

Fur das Studienkonzept liegt ein gultiges Ethikvotum vor mit der Projektnum-

mer: 270/2011B02.

2.1. Material

2.1.1. Verwendetes Material zur Blutentnahme und Zellfarbung

Verwendetes Material

Hersteller

Safety-Multifly-Kantile

S-Monovette 8,5 ml CPDA

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Universal 32R V3.01 Zentri-
fuge

Hettich AG, Bach, Schweiz

Eppendorf Reference 100-
1000pl

Eppendorf Research 100-
1000l

Eppendorf Research 10-100pl

Eppendorf Research 0,5-10pl

Eppendorf 20 ul

Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Safe-Lock Tubes 0,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Blau 100-
1000 pl

Ratiolab GmBH, Dreieich, Deutschland

Spitzen 10 pl farblos

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutsch-

land

CellPro™ Flow Cytometry Tu-

bes

Alkali Scientific

Tabelle 3 Verwendetes Material zur Blutenthnahme und Zellfarbung
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2.1.2. Verwendete Antikdrper

Name

Hersteller

Katalog #

Human TGF-beta 1 Flu-
orescein-conjugated An-
tibody

R&D Systems

IC240F

BMP2 Polyclonal Anti-
body, FITC Conjugated

Bioss Antibodies

bs-1012R-FITC

FITC Antibody, clone
2A10

Anti-BMP4 antibody | Abcam ab200794
[EPR6211] (Alexa

Fluor® 488)

Milli-Mark  Anti-BMP-7- | Merck Millipore FCMAB135F

Human CD14 PE-conju-
gated Antibody

R&D Systems

FAB3832P-100

Human Fc gamma RIlI
(CD16) APC-conjugated
Antibody

R&D Systems

FAB2546A-100

PE Mouse Anti-Human
CD42b

BD Pharmingen™

555473

Tabelle 4 Verwendete Antikérper

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

zien

Chemikalien und Reagen- | Hersteller

Paraformaldehyd

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Dulbecco’s PBS 500 ml

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

mol/l

Sodium Hydroxide (NaOH) 10

Salzsaure Mal3loésung 6 M

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Erylysepuffer

BD FACS ™ Lysing Solution, Franklin Lakes, USA

Tabelle 5 Chemikalien und Reagenzien
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2.1.4. Herstellung von Paraformaldehyd (PFA) 0,5%

Zunachst wird 5 g Paraformaldehyd zusammen mit 40 ml NaOH in 400 ml PBS

unter stdandigem Rihren und Erhitzen auf 65°C vermischt. Nach Abkuhlung wird

das Gemisch mit 1 mol/l Salzséure auf einen pH von 7,4 titriert und mit einem 0,2

J-Filter gereinigt. Vor Gebrauch des PFAs zur Monozytenfarbung muss das Ge-

misch zusammen mit PBS im Verhaltnis 1:1 verdinnt werden. Die Lésung kann

auf -20°C im Kuhlschrank gelagert werden.

2.1.5. Durchflusszytometrie

Geréat und Programme

Hersteller

BD FACSCalibur

BD CellQuest Pro™ Software

BD FACSRIinse Solution

BD Clean Solution

FlowJo™

BD Biosciences

Tabelle 6 Durchflusszytometrie

2.1.6. Statistische Auswertung

Software

Softwareprovider

SPSS Statistics

International Business Machines Cor-
poration (IBM)

Tabelle 7 Statistikprogramme

2.1.7. Weitere Gerate

Gerat

Hersteller

Multifuge 1s Heraeus

Thermo  Corporation, Osterode,

Deutschland

VF2 Vortexer

Janke & Kunkel

Deutschland

GmbH, Staufen,

Tabelle 8 Weitere verwendete Gerate
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2.2. Methoden

2.2.1. Blutentnahme und Patientenkohorte

Die Blutentnahme erfolgte mithilfe einer Safety-Multifly-Kanule und Entnahme
von 8,5 ml ventsem Blut in eine CPDA (citrate phosphase dextrose adenine) -
Monovette nach proximaler Venenstauung und zweimaliger Hautdesinfektion.
Die Patientenkohorte ergibt sich aus stationaren Patienten des Universitatsklini-
kums Tubingen in der Abteilung fur Kardiologie und Angiologie. Ein Echokardio-
graphische native Aortenklappenstenose war Voraussetzung fir den Studien-
einschluss. Ein schriftliches Einverstandnis aller 43 Patienten liegt vor.

2.2.2. Monozytenisolation und Farbung mit anti-CD14 und anti-
CD16 Antikorpern

Zu Beginn der Farbung wurde das Blut in einer mit CPDA versetzten 8,5 ml Mo-
novette vorsichtig geschwenkt, die Blutbestandteile somit durchgemischt und
dann jeweils 150 pl Vollblut in vier Cell flow cytometry tubes (im folgenden FACS-
Rohrchen genannt) pipettiert.

Anschlie3end wurde in jedes FACS-RoOhrchen jeweils 10 pl anti-CD14* und anti-
CD16* Antikorper gegeben. Dazu wurde 10 pl eines der Antikdrper- in diesem
Fall entweder Transforming growth factor B1(TGF-B1) oder die Bone morphoge-
netic proteins (BMP-2, BMP-4 oder BMP-7) in jeweils eines der vier FACS-R0hr-
chen zu dem Vollblut hinzugegeben.

Zur Anbindung der Antikorper an die Antigene der Monozyten erfolgte nach kur-
zem vortexen eine lichtlose Inkubation fiir insgesamt 30 Minuten. Hierbei waren
die bereits FITC konjugierten Antikorper essenziell, um die Detektion durch die
Durchflusszytometrie sicherzustellen.

Nach der Inkubation wurde jedes FACS-Rohrchen jeweils 1 ml Erylyse-Puffer
beflllt, um die Lyse des grofdten Teils der Erythrozyten zu gewahrleisten und
Messungenauigkeiten zu vermeiden. Nach kurzem Vortexen und 12-minutiger
Inkubation folgte die Zentrifugation der FACS-R6hrchen mit 1200 rpm ftr 10 Mi-
nuten. Die Dichtezentrifugation diente zur Trennung und Sortierung der Zellbe-

standteile in der Probe. Im Anschluss wurde das Lysat, welches sich nicht am
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Grund des Rohrchens befand entsorgt und die Ubrig gebliebenen Blutzellen am
Boden des FACS-R6hrchens mit einer 300 pl 0,5% PFA-L6sung vermischt, um
einen Zellzerfall zu verhindern. Die Endprobe wurde daraufhin bei 4°C gelagert
und innerhalb von 48 Stunden via Durchflusszytometrie ausgezahlt.

2.2.3. Thrombozytenisolation und Farbung mit anti-CD42b PE
Antikorper

Zur Isolation und Farbung von Thrombozyten wird 20 ul Vollblut der Patienten
aus der CPDA Monovette entnommen und mit 980 ul PBS (phosphate buffered
saline) in einer Safe-Lock Tube vermischt um ein Mischverhaltnis von 1:50 zu
erhalten.

Nach durchmischen des Blutes durch vorsichtiges Schwenken, um eine Schadi-
gung der Thrombozyten zu vermeiden, erhielt jedes FACS-R6hrchen 40 ul des
vermischten Blutes in insgesamt 4 FACS-Behélter. Dazu kamen 5 ul des anti-
CD42b PE Antikorpers in jedes FACS-R6hrchen, sowie TGF-31, BMP-2, BMP-4
oder BMP-7 Antikdrper in jeweils eines der Tuben. Nach erneutem vorsichtigem
Schwenken wurden die Proben mit den Blutbestandteilen und den Antikdrpern
fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Im letzten Schritt wurde jede Probe mit 300
pl PFA 0,5% befullt und fir maximal 48 Stunden gelagert, bis sie mit der Durch-

flusszytometrie ausgezahlt wurden.
2.2.4. Fluorescence activated cell scanning (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das der schnellen Differenzierung von
Zellen dient und meist in Gebieten wie der Immunologie, Mikrobiologie oder der
molekularen Biologie Anwendung findet. Das FACS schickt dazu Zellen in einen
Mikrokanal, wo diese auf einen Laser treffen und im Anschluss mithilfe der emit-
tierten Streustrahlung, dem FSC (forward scattered light) das Volumen der Zelle
und durch den SSC (side scattered light) den Zellinhalt bestimmt. Diese werden
an einer Photodiode detektiert, ausgezahlt und in elektrische Signale umgewan-
delt [51, 84]. Mit den von uns verwendeten fluorchrom konjugierten Antikdrpern

ist eine nahere Differenzierung der Zellpopulationen anhand des emittierten
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Lichts mdglich. Die gemessene Fluoreszenz ist direkt proportional zur Anzahl

spezifisch farbstoffkonjugierter gebundener Antikorper.

Der hier verwendete FACSCalibur des Herstellers BD Biosciences nutzt einen
dualen Laser zur Zellzdhlung, einen Argon-lon Laser mit 488 nm und einen opti-
onalen optischen Laser mit 635 nm. Die maximale Obergrenze der gemessenen
Ereignisse wurde hierbei auf 10.000 limitiert. Die MFI (mittlere Fluoreszenzenin-
tensitat) der markierten Antikérper (TGF-f1, BMP-2, BMP-4, BMP-7) innerhalb
der gezahlten Zellpopulation wurden an Thrombozyten und Monozyten ausge-

zahlt und zur statistischen Auswertung hinzugezogen.

FITC ist ein hellgriines Fluochrom und wird ab einer Wellenlange von maximal
494 nm angeregt und emittiert bis zu einer Wellenlange von 520 nm [84]. Die
verwendeten FITC konjugierten Antikdrper waren: TGF-1, BMP-2, BMP-7.

Alexa Fluor® 488 ist farblich ahnlich wie FITC und wird ab einer Wellenlange von
maximal 495 nm angeregt und emittiert bis zu einer Wellenlange von 519 nm.
Alexa Fluor ist pH-stabiler als FITC, weshalb es fur intrazellulare Anwendungen
verwendet werden kann [84]. BMP-4 war mit Alexa Fluor® 488 konjugiert worden.

R-phycoerythrin (PE) zeichnet sich durch gelbe Farbe und einer maximalen Exzi-
tabilitat von 496 nm und einer maximalen Emission bis zu 578 nm aus [84].

CD42b und CD14 waren mit R-phycoerythrin markiert worden.

Allophycocyanin (APC) ist das einzige Fluochrom, das sich dem roten Farbspekt-
rum zuordnet. Die maximale Anregung findet bei einer Wellenlange von 650 nm
und die maximale Emission bei 660 nm statt [84]. CD16 war der einzige durch

APC fluoreszierende Antikorper.
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Abbildung 5 Beispielhafte thrombozytéare Messung in CellQuest Pro
2.2.5. Messauswertung

Bei Erythrozyten lysiertem Vollblut ergeben sich drei unterschiedliche leuko-
zytare Zellpopulationen: Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten. Um diese
voneinander differenzieren zu kdnnen werden in BD CellQuest™ Pro Analysis
Software die gemessenen Fluoreszenzantikérper anhand SSC und FSC detek-
tiert und in einem Streudiagramm festgehalten. Um CD42b-positive Thrombozy-
ten, CD14**CD16" klassische Monozyten, CD14*CD16** nicht klassische Mo-
nozyten und CD14**CD16" intermediare Monozyten differenzieren zu kdnnen,

erfolgt die Festlegung einer ,Region of interest innerhalb der Software.
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Um Uberlagerungen der Floreszenzen und damit einhergehende Messungenau-
igkeiten zu vermeiden, wird die weitere Auswertung in FlowJo® Ubertragen. Hier
sind die isolierte Betrachtung und Bewertung durch Anpassung der zu untersu-
chenden Fenster gegeben. Die Quantifikation wird mittels MFI angegeben.

| CD16 APC(-) CD14 PE(+)

N 46,9 5 APC(+) CD14 PE(+)
' 19.4

FL2-H :: CO14 PE

CD16 APC(+), CD14 PE(-)
32,0

FL4-H:: CDME APC

Abbildung 6 Beispielhafte monozytére Auswertung in FlowJo™
2.2.6. Verwendete Computerprogramme

Die Textverarbeitung erfolgte via Microsoft® Word® 2016. Zur Erstellung von Ta-

bellen und Diagrammen wurde Microsoft® Excel® 2016 (Fa. Microsoft
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Deutschland GmbH, Stuttgart, Deutschland) und zur Erstellung von Abbildungen
Inkscape (Inkscape community, GPL (freie Software)) verwendet. Als Zitations-
software und zur Erstellung des Literaturverzeichnisses nutzten wir Citavi® Ver-
sion 6 (Fa. Swiss Academic Software, Wadenswil, Schweiz). Fur die Erfassung
der durchflusszytometrischen Zellen fand BD CellQuest™ Pro Analysis Software
(Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten) Anwendung. Zur wei-
teren dezidierteren Auswertung der durchflusszytometrisch erhobener Daten
machten wir von Flowjo® (Fa. Becton Dickinson, Ashland, Oregon, Vereinigte
Staaten) Gebrauch. Die statistische Auswertung wurde mit IBM SPSS Statistics
25 (Fa. IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland) durchgefihrt.

2.2.7. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wird IBM® SPSS Statistics, Version 25 genutzt.

Die Quantifizierung der Oberflachenrezeptorexpression erfolgt mittels der MFI.

Erhobene Daten wie Pmax, Pmean, Druckgradient, Klappendffnungsflache in
cm3 sowie die MFI werden hierbei als absolutskalierte Variable angegeben. Da-
ten wie das Geschlecht, kardiovaskulére Risikofaktoren und die Vormedikation
werden hingegen als nominalskalierte Merkmale erfasst und als absolute Haufig-
keit und in Prozentwerten illustriert. Der Schweregrad der AS wird mittels vorge-

gebener Klappendoffnungsflachengrenzen klassifiziert.

Zur Prufung der Normalverteilung wird der Shapiro-Wilk-Test angewandt. Bei
vorhandener Normalverteilung erfolgt der T-Test fir unabhangige Stichproben.
Zur Prifung der Varianzhomogenitat wird der Levene-Test gewahlt. Hierbei wird
der Mittelwert als zentrale Tendenz und die Standardabweichung als Streuungs-
mald verwendet. Im Falle einer fehlenden Normalverteilung wird die Signifikanz
mittels Mann-Whitney-U-Test gepriift. Der Median gilt hierbei als zentrale Ten-
denz und der IQR (Interquartilsabstand) als Streuungsmal3. Kategoriale Variab-

len werden mittels Chi-Quadrat-Test analysiert.
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Das Signifikanzniveau dieser Studie liegt bei p < 0,05 mit folgenden Hypothesen:

Die Oberflachenmarkerexpressionen der TGF-B-Proteine unterscheiden sich bei
Thrombozyten und monozytaren Subtypen signifikant in AS unterschiedlicher

Schweregrade.

Zwischen der Pramedikation, dem Aufnahmelabor, der Vorerkrankungen und
weiterer Basischarakteristika gibt es einen statistisch signifikanten Unterschied

bei den Schweregraden der AS.
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3. Ergebnisse

Die Daten der Studie wurden am Universitatsklinikum Tlbingen Uber insgesamt
1 Jahr und 7 Monate hinweg erfasst. Insgesamt wurden 43 Patienten fur die Stu-
die rekrutiert. Hiervon wiesen 11 Patienten eine Aortenklappenstenose Grad |
(26%), 10 Patienten eine AS Grad Il (23%) und 22 Patienten eine AS Grad Il auf
(51%). In der statistischen Auswertung wurden Stenosegrad Il und IIl als héher-
gradige Stenosen zusammengefasst und mit Stenosegrad | verglichen. In den
untenstehenden Tabellen sind weitere genauere Patientencharakteristika aufge-
listet.

3.1. Patientencharakteristika

Alle Patienten Stenosegrad Stenosegrad p
N=43 I [+
N=11 N=32

Geschlecht:
m 21 (49%) 4 (36%) 17 (53%) 0,728
w 22 (51%) 7 (64%) 15 (47%) 0,728
Alter 81,8+ 7,80 77,18 £+ 11,2 83,44 + 5,62 0,1
Pmax (mmHg) | 40 [15 - 52] 9,5[8 - 21] 46,5 [34 - 55] 0,001
Pmean (mmHg) | 21,26 + 13,86 | 7,13+ 4,12 25,62 +12,87 | 0,001
Druckgradient | 17,5 [6 - 22] 4[3,5-12,5] 20 [13 - 23] 0,011
(mmHg)

Tabelle 9 Patientencharakteristika der Aortenklappenstenose. Die Daten sind wie folgt abzule-
sen: Absolute Haufigkeit (relative Haufigkeit der zugehérigen Gruppe), Mittelwert + Standardab-
weichung, Median [IQR], m=mannlich, w=weiblich, p=Signifikanzniveau zwischen AS | und AS
1+

Die oben genannte Tabelle verdeutlicht den Altersunterschied zwischen beiden
Gruppen. Wahrend niedriggradige Stenosegrade im Durchschnitt im vergleichs-
weise jungeren Alter vorkommen (77 Jahre), sind Patienten mit hochgradigen

Stenosen alter (83 Jahre). Die Geschlechterverteilung prasentiert sich in héheren
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Stenosegraden weitestgehend ahnlich (mannlich 53%, weiblich 47%), wohinge-

gen die an AS Grad | erkrankten Patienten vorwiegend weiblich sind (mannlich

36%; weiblich 64%).

Alle Patienten Stenosegrad Stenosegrad p
N=43 I I+ 1l
N=11 N=32
C-reaktives 0,62[0,2-1,3] |0,7[0,2-1,2] |0,6[0,1-1,3] |0,889
Protein (mg/dl)
Creatinkinase | 92 [68 - 119] 101 [78 - 309] 89 [67 - 109] 0,160
un
Kreatinin 09[0,8-14 [09[0,7-1,1] |1,0[0.8-1,4 |0,257
(mg/dl)
Tabelle 10 Laborwerte bei Studienaufnahme in Median [IQR], p=Signifikanzniveau zwischen AS
I und AS II+llI
Alle Patienten | Stenosegrad Stenosegrad p
N=43 I [+l
N=11 N=32
Thrombozytenag- | 9 (21%) 2 (18%) 7 (22%) 1
gregationshemmer
Vitamin K Antago- | 8 (19%) 1 (9%) 7 (22%) 0,656
nist
DOAK 12 (32%) 1 (9%) 11 (34%) 0,107
Acetysalicylsaure | 19 (43%) 6 (54%) 13 (41%) 0,495
Statine 26 (61%) 10 (91%) 16 (50%) 0,029
B-Blocker 26 (61%) 6 (54%) 20 (63%) 0,728
AT1-Antagonisten | 10 (23%) 3 (27%) 7 (22%) 0,698
ACE-Hemmer 19 (44%) 6 (54%) 13 (41%) 0,495
Kalzium-Kanal-In- | 13 (30%) 3 (27%) 10 (31%) 1
hibitoren
Diuretika 32 (74%) 6 (54%) 26 (81%) 0,114
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Aldosteronantago- | 11 (26%) 4 (36%) 7 (22%) 0,430
nisten

Digitalis 3 (7%) 3 (9%) 0,558
Antidiabetika 3 (7%) 3 (9%) 1
(OAD, Insulin)

Heparine 1(2,3%) 0 1 (3%) 1
a-Rezeptor-Blo- 6 (14%) 2 (18%) 4 (12,5%) 0,637
cker

Protonenpumpen- | 20 (46,5%) 4 (36%) 16 (50%) 0,501
inhibitoren

Tabelle 11 Pramedikation bei Studienaufnahme in absoluter Haufigkeit und relativer Haufigkeit

der zugehorigen Gruppe in Klammern, AT-1-Antagonisten= Angiotensin-1-Rezeptorblocker,

ACE-Hemmer= Angiotensin converting enzyme Hemmer, DOAK= Direkte orale Antikoagulan-

tien, OAD= orale Antidiabetika, p=Signifikanzniveau zwischen AS | und AS I+l

Alle Patienten | Stenosegrad | | Stenosegrad Il | p
N=43 N=11 + Il
N=32

Diabetes Mellitus 7 (16,3%) 2 (18,2%) 5 (15,6%) 1
Vorhofflimmern 29 (67,4%) 6 (54,5%) 23 (72%) 0,457
Kardiovaskulare 42 (97,7%) 11 (100%) 31 (97%) 1
Risikofaktoren
Hypercholesterina- | 22 (51,2%) 6 (54,5%) 16 (50%) 1
mie
Niereninsuffizienz | 6 (14%) 1 (9%) 5 (15,6%) 1
Arterielle Hyperto- | 38 (88,4%) 11 (100%) 27 (84,4%) 0,306
nie
Koronare Herz- | 31 (72%) 9 (81%) 22 (69%) 0,219
krankheit

Tabelle 12 Vordiagnosen bei Studienaufnahme in absoluter Haufigkeit und relativer Haufigkeit

der zugehérigen Gruppe in Klammern, Koronare Herzkrankheit = 1-,2-,3-GefaR3-KHK zusam-

menfasst, p=Signifikanzniveau zwischen AS | und AS I+l
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In den Tabellen 11 und 12 sind die Medikamenteneinnahmen und die Vordiag-
nosen der Patienten aufgelistet. Hier sind keine statistisch signifikanten Unter-
schiede der beiden eingeschlossenen Gruppen festzustellen. Lediglich in der
Statineinnahme zeigt sich ein signifikanter Unterschied bei einem p von 0,029.
Wahrend 10 Patienten (90%) der AS | Statine einnahmen, lag diese bei AS 1l und
AS 11l bei 16 Patienten (50%).

3.2. Monozyten- und Thrombozytenauswertung

Im Folgenden werden die Oberflachenexpressionen von TGF-f1, BMP-2, BMP-
4, BMP-7 auf klassischen, intermediaren und nicht-klassischen Monozyten sowie
Thrombozyten dargestellt.

Die untersuchten Patientengruppen werden miteinander verglichen und in Ab-
hangigkeit der Normalverteilung durch Mittelwert und Standardfehler oder Me-
dian und IQR der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) in Balkendiagrammen
dargestellt. Zudem erfolgt die Prasentation von Signifikanzen, die in Abhangigkeit
des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung mittels T-Test oder Mann-Whitney-

U-Test auf ein Signifikanzniveau von p=<0,05 festgelegt sind.
3.2.1. TGF-B1

3.2.1.1. klassische, intermediare, nicht-klassische Monozyten

In der Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests zeigt sich keine Normalverteilung der
Werte, weshalb der Mann-Whitney-U-Test angewendet wird. In den klassischen
Monozyten liegt die Antigenexpression von TGF-B1 im Median bei 2,85 [2,47 -
4,84] bei niedriggradigen Stenosen (AS I) und bei héhergradigen Stenosen (AS
[1+111) bei 1,65 [1,46 - 3,55] mit einem signifikanten p von 0,042. In den interme-
diaren Monozyten liegt die MFI bei einer Signifikanz von p=0,077 bei einem Me-
dian von 8,02 [6,22 - 10] (AS I) und 5,9 [4,01 - 7,47] (AS lI+11l). Nicht-klassische
Monozyten charakterisierten sich durch einen Median bei 13 [10,79 - 14,2] (AS 1)
und 11,3 [9,55 - 13,2] (AS II+lll). Der p-Wert betragt p=0,45. Somit ist lediglich
bei den klassischen Monozyten eine statistische Signifikanz nachweisbar. In
allen untersuchten Monozytenpopulationen zeigen sich die TGF-B1-Expression

in den niedriggradigen Stenosegraden im direkten Vergleich erhéht.
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Abbildung 7 TGF-B1-Expression der klassischen Monozyten im Median und IQR im Vergleich,

p=0,042
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Abbildung 8 TGF-B1-Expression der intermedidaren Monozyten mit Median und IQR im Vergleich,

p=0,077
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Abbildung 9 TGF-B1-Expression der nicht-klassischen Monozyten im Median mit IQR im Ver-
gleich, p=0,45

3.2.1.2. Thrombozyten

In den thrombozytaren Auswertungen liegt keine Normalverteilung vor. Insge-
samt legt TGF-B1 ein Median von 7,04 [6,67 - 10,23] bei der AS | und in héher-
gradigen Stenosen einen Wert von 8,55 [7,41 - 9,9] dar. Der p-Wert liegt hierbei
bei 0,356 und ist somit nicht signifikant. Die Intensitat der TGF-B1-Expression
verhalt sich im Gegensatz zu denen der monozytaren Messungen mit fuhren-
den Werten bei AS Il und L.
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Abbildung 10 TGF-B1-Expression der Thrombozyten im Median und IQR im Vergleich, p=0,356

3.2.2. BMP-2

3.2.2.1. klassische, intermediare, nicht-klassische Monozyten

In der Auswertung der mit BMP-2 versehenen Monozytenantigene sind klassi-
sche- und nicht-klassische Monozyten nicht Normalverteilt. Hierbei zeigt sich in
der Gruppe der klassischen Monozyten ein Median von 63,8 [52,7 - 107,2] bei
den niedriggradigen Stenosen; respektive 72,35 [34,8 - 102] bei den hohergradi-
gen Stenosen (p=0,537). Nicht-klassische Monozyten liegen bei einem Median
von 104 [79,85 - 173,5] bei AS 1 und bei AS Il + 111 120,5 [75,65 - 184,5] mit einem
Wert von p=0,816. Die intermedidren Monozyten hingegen sind Normalverteilt
und liegen bei einem Mittelwert von 161,74 + 79,3 (AS I) und 142,55 * 66,47 (AS
[I+ 111). Die Signifikanz betragt 0,43. Somit liegen BMP-2-Expressionsniveaus bei
nicht-klassischen und intermediaren Monozyten bei niedriggradigen Stenosen
hoher, wahrend klassische Monozytenzellreihen eine leichte Erhdhung von BMP-

2 bei hohergradigen Stenosen aufzeigen.
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Abbildung 11 BMP-2-Expression der klassischen Monozyten im Median und IQR im Vergleich,
p=0,537
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Abbildung 12 BMP-2-Expression der intermediaren Monozyten mit Mittelwert und Standardab-

weichung, p=0,43
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Abbildung 13 BMP-2-Expression der nicht-klassischen Monozyten im Median und IQR im Ver-
gleich, p=0,816

3.2.2.2. Thrombozyten

Die mit BMP-2 markierten Thrombozyten sind nicht Normalverteilt und werden
deshalb mittels Medians und IQR angegeben. Diese zeigen in der Auswertung
ein Median von 40,9 [27,75 - 48,6] (AS I) und 47,05 [37,05 - 59,05] (AS II+AS IlI).
Der p-Wert belauft sich hierbei auf 0,052. Die Werte zeigen somit eine deutliche
statistische Divergenz zwischen hoéhergradigen- und niedriggradigen Stenosen.
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Abbildung 14 BMP-2-Expression der Thrombozyten im Median und IQR im Vergleich, p=0,052

3.2.3. BMP-4

3.2.3.1. klassische, intermediare, nicht-klassische Monozyten

In der monozytaren Auswertung von BMP-4 zeigt sich wegen fehlender Normal-
verteilung ein Median in den klassischen Monozyten von 129 [102,1 - 142,5] bei
AS | wohingegen sich ein Median von 125,5 [81,65 - 180] bei AS Il + 1l prasentiert
(p=0,9). In den intermedidren Monozyten ist eine Normalverteilung vorhanden.
Hier liegen die Mittelwerte bei 271,90 + 78,66 (AS ) zu 230,10 + 98 (AS Il + AS
[ll, p=0,162). Die nicht-klassischen hingegen sind nicht normalverteilt und zeigen
sich mit einem Median von 263 [244,5 - 304] (AS I) zu 264 [226 - 304,5] (AS Il +
AS Ill, p=0,45). Zusammenfassend sind tendenziell die BMP-4-Konzentrationen
in niedriggradigen Stenosen eher erhoht. Statistische Signifikanzen ergeben sich

hierbei nicht.
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Abbildung 15 BMP-4-Expression der klassischen Monozyten im Median und IQR im Vergleich,

p=0,9
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Abbildung 16 BMP-4-Expression der intermedidren Monozyten mit Mittelwert und Standardab-

weichung im Vergleich, p=0,162
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Abbildung 17 BMP-4-Expression der nicht-klassischen Monozyten im Median und IQR im Ver-
gleich, p=0,45

3.2.3.2. Thrombozyten

Die Werte der thrombozytaren Konzentrationen von BMP-4 sind nicht normalver-
teilt und liegen bei einem Median 45 [24,4 - 77,55] bei den niedriggradigen Ste-
nosen und bei 35,9 [24,95 - 47,75] bei hohergradigen Stenosen (p=0,65). Die
niedriggradigen Stenosen sind in den BMP-4-Messungen somit leicht fuhrend

und weiter gestreut.
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Abbildung 18 BMP-4-Expression der Thrombozyten im Median und IQR im Vergleich, p=0,65

3.2.4. BMP-7

3.2.4.1. klassische, nicht-klassische, intermediare Monozyten

Sowohl in den klassischen- als auch in den intermediaren Monozyten liegt hier
keine Normalverteilung vor. Die Werte sind daher als Median und IQR angege-
ben. Die nicht-klassischen Monozyten sind normalverteilt und werden in Mittel-

wert und Standardabweichung angegeben.

In den mit BMP-7 Antikérpern markierten klassischen Monozyten pendelt sich
der Median bei 6,51 [4,89 - 10,85] (AS I) und 3,76 [2,28 - 6,3] (AS Il + AS I,
p=0,052) ein. Die intermediaren Monozyten liegen bei 14,9 [11,25 - 19,7] (AS 1)
und 9,51 [6,15 - 13,7] (AS Il + AS Ill) mit einem p von 0,077. Die nicht-klassischen
monozytaren Messungen liegen im Mittel bei 19,94 =+ 7,59 (AS I) und 19,14 +
6,67 (AS Il + Ill, p=0,744). Die BMP-7-haltigen Monozyten zeigen einen deutli-
chen Trend. Die AS I ist im direkten Vergleich in allen drei Zellpopulationen mit

hoheren Antikdrpermessungen konnotiert.
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Abbildung 19 BMP-7-Expression der klassischen Monozyten im Median und IQR im Vergleich,
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Abbildung 20 BMP-7-Expression der intermedidren Monozyten im Median und IQR im Ver-
gleich, p=0,077
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Abbildung 21 BMP-7-Expression der nicht-klassischen Monozyten mit Mittelwert und Standardab-
weichung im Vergleich, p=0,744

3.2.4.2. Thrombozyten

Die thrombozytaren Messungen von BMP-7 sind nicht normalverteilt und liegen
mit dem Median bei 11,9 [9,3 - 16,25] bei AS 1 und 12,85 [8,97 - 19,55] bei AS I+
[l mit p=0,922. Der monozytare Trend setzt sich in den thrombozytaren Auswer-

tungen somit nicht fort.
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Abbildung 22 BMP-7-Expression der Thrombozyten im Median und IQR im Vergleich, p=0,922
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4. Diskussion

Die AS teilt gemeinsame Risikofaktoren und einige pathophysiologische Eigen-
schaften mit der Atherosklerose. Im Gegensatz zur Atherosklerose ist die genaue
Pathogenese der AS dennoch weitestgehend unklar und bedarf dahingehend
weiterer Untersuchungen. Durch die Einengung des Ausflusstraktes, der konse-
kutiven transvalvularen Druckerhéhung und der damit einhergehenden verstark-
ten Scherkrafte findet eine weitere Aktivierung von Entztindungsmediatoren statt.
Hierbei sind verschiedene Zytokine, insbesondere die TGF-B-Superfamilie, von
groRRerer Signifikanz. Der TGF-B-SMAD-Signalweg aktiviert eine Reihe proin-
flammatorischer- und profibrotischer Faktoren im Zellnukleus und treibt die Ste-

nose mutmaflich weiter voran [14, 80, 136].
4.1. Betrachtung der Patientenkohorte

In Tabelle 12 sind relevante Vordiagnosen, der in die Studie eingeschlossenen
Patienten, aufgelistet. Hierbei sind insbesondere Vorhofflimmern, koronare Herz-
krankheiten und kardiovaskulare Risikofaktoren wie Diabetes Mellitus, arterielle
Hypertonie sowie Hypercholesterindmie erfragt worden. Diese zeigen in der sta-
tistischen Auswertung jedoch keine signifikanten Unterschiede beider Gruppen.
Lediglich eine Altersdifferenz beider Gruppen ist trotz fehlender statistischer Sig-
nifikanz auffallig. Erwartungsgemalf sind Patienten mit Aortenklappenstenosen
Grad | im tendenziell jungeren Alter mit 77 Jahren, wohingegen die Vergleichs-
kohorte im Mittel alter mit 83 Jahren ist. Eine Erklarung ist durch das progrediente
Fortschreiten der Aortenklappenstenose bei zunehmendem Alter gegeben, wo-
bei die hier fehlende Signifikanz mutmalflich durch ein Selektionsbias der statio-
naren AS I- Patienten zu erklaren ist und das mittlere Alter der nicht-stationaren

AS |- Patienten in deutlich jingerem Alter zu finden ist.

Waéhrend in den niedriggradigen Stenosen mehr weibliche als mannliche Proban-
den Teil dieser Studie sind, ist die Geschlechterverteilung bei hbhergradigen Ste-
nosen weitestgehend ahnlich. Auch wenn sich keine signifikanten Abweichungen
zeigen, ist dennoch bei der kleinen Patientenkohorte ein Unterschied hinsichtlich

der Geschlechts- und Altersverteilung merklich. In der Klappendéffnungsflache
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und des dort vorhandenen Druckes zeigt sich, wie zu erwarten, ein deutlich sig-
nifikanter Unterschied (Tabelle 9)

Die laborchemischen Untersuchungen und die Medikation hingegen weisen
kaum Differenzen auf (Tabelle 10). Lediglich die Creatininkinase zeigt einen re-
levanten, jedoch nicht signifikanten Unterschied. Hierbei kann ein kirzlich aufge-
tretenes ACS bei einem Patienten aus der AS I-Gruppe als potenzielle Ursache
der Abweichung gesehen werden.

Interessanterweise ist in der Statineinnahme, als einziger Pramedikationspara-
meter, eine statistisch signifikante Differenz festzustellen (Tabelle 11). Patienten
mit AS | nehmen fast alle Statine zur Anpassung des Risikoprofils ein, wohinge-
gen dies nur bei Halfte der Patienten mit héhergradigen Stenosen der Fall ist.
Cowell et al. sowie Rossebg et al. zeigten in grol3 angelegten Studien, dass im
Gegensatz zur Atherosklerose Statine keine signifikanten Verbesserung der
Prognose oder Verzdogerung des Stenoseprozesses mit sich zogen [19, 112].
Eine Erklarung fur die hier festgestellte Differenz kénnte in der fehlerhaften Fuh-
rung des Medikationsplanes der AS 1l + IlI-Gruppe oder in einer hdheren Com-

pliance der tendenziell jingeren Patientenkohorte in AS | zu finden sein.
4.2. Klinische Bedeutung der TGF-B1-Messung

Ein Zusammenhang zwischen der Atherosklerose, der koronaren Herzkrankheit
und TGF-B1 als aufrechterhaltender Faktor der Atherosklerose wurde in fritheren
Studien gezeigt [12]. Jian et al. wiesen erstmals erhéhte TGF-B1-Expressionen
in kalzifizierten Aortenklappen in immunhistochemischen Untersuchungen nach
und stellten den Zusammenhang zwischen dem Protein und der AS dar [62]. Der
genaue Ursprung des Peptidnachweises jedoch verblieb einige Zeit unklar.

Neuere Studien bringen eine Thrombozyten- und TGF-B1-assoziierte Ursache
hervor. TGF-B1 ist in Blutplattchen in hundertfachen Mengen vorhanden [2], wird
bei erhdhten Scherkraften aus diesen ausgeschittet [1], adhariert an endotheli-
ale Klappenzellen und setzt lokal TGF-B1 frei [135]. Ahamed et al. stellten des-
halb die Hypothese der lokalen plattchenassoziierten TGF-B1-Expression und
Initiierung der AS auf [135].
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Insgesamt erbrachten Untersuchungen hinsichtlich des Proteins bezuglich Aor-
tenstenosen jedoch divergente Ergebnisse. Einerseits wird durch TGF-B1 eine
osteoblastische Differenzierung von VIC angeregt und so die Kalzifikation voran-
getrieben, andererseits zeigen andere Studien eine starkere Wirkung auf die Kol-
lagenproduktion und Fibroseneigung der VICs ohne pro-osteoblastische Diffe-
renzierungsneigung [15, 16, 62]. Lichtenberg et al. diskutierten, aufgrund zellkul-
turell nachgewiesener Aktivierung von SMAD 3 und gleichzeitiger Inhibition von
SMAD 1/5/8 in AS, eine phasendependente Wirkweise des Peptids in dieser Er-
krankung [61]. Diese Hypothese ware vereinbar mit der oben diskutierten Theorie

von Ahamed et al.

Meine Studienergebnisse kénnen die These der differenten Exprimierung des
TGF-B bei den unterschiedlichen Aortenklappenstenosengraden belegen. In den
klassischen Monozyten liegt ein statistisch signifikanter Unterschied mit erhéhten
TGF-B-Werten bei niedriggradigen Aortenstenosen vor (p=0,04). Dieser Trend
setzt sich trotz fehlender Signifkanz in den tbrigen Monozyten fort. Vor allem bei
den intermediaren Monozyten zeigt sich eine deutliche Differenz (p=0,08). In den
thrombozytaren Untersuchungen hingegen kann dies trotz aller Hinweise in der

Fachliteratur nicht belegt werden.

Als wichtiger limitierender Faktor sind die diversen und weitreichenden Funktio-
nen von TGF-B1 zu benennen. Patientenmerkmale, die einen modifizierenden
Einfluss auf den Serumpeptidspiegel besitzen, wie beispielsweise das maligne
Erkrankungen, sind in meiner Studie nicht erfasst worden und erschweren des-
halb die Bewertung [114].

Sowohl die nicht erhobenen unterschiedlichen alterierenden Faktoren als auch
das Querschnittstudiendesign sind kritisch anzumerken. Ein Baseline Level des
Peptids aus einer Kontrollgruppe bei Patienten ohne AS kdnnte helfen, mégliche
Messfehler, insbesondere bei den sensiblen plattchenderivierten TGF-1-Kon-

zentrationen zu erkennen und auszuschlie3en [83].

Trotz limitierender Faktoren zeigt meine Studie dennoch eine deutliche Differenz
zwischen den Stenosegraden und der TGF-B-Expression an Monozyten. Die Er-

hohung der Messwerte in den frihen Stadien der Erkrankung legt die durch
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Studien bereits belegte phasendependente Wirkung des Peptids in Aortensteno-
sen nahe. So kénnten mdglicherweise durch TGF-B1 ausgelbste entziindliche
Prozesse vor allem in Anfangsstadien ein wichtiger treibender Faktor der AS sein.
Im klinischen Setting konnte die Messung von TGF-B1 eine Risikostratifizierung
der AS ermdglichen. Im weiteren Sinn kdnnte sogar durch Inhibition des Proteins
ein Fortschreiten der Erkrankung verlangsamt- oder verhindert werden. Vorher
misste jedoch die genaue Pathophysiologie der Erkrankung in seiner Komplexi-
tat erfasst- und verstanden werden. Hierzu sind Studien mit einer gréfl3eren Ko-
horte, wiederholten Messungen und unabhangig von anderen Erkrankungen iso-

lierte Betrachtung der Wirkung von TGF-B1 notwendig.
4.3. Klinische Bedeutung der BMP-2-Messung

Das Bone morphogenetic Protein 2 ist eines der wichtigsten und meistuntersuch-
ten Proteine der TGF-B Superfamilie. Wichtige Funktionen Gbernimmt das Pro-
tein, neben der osteoinduzierenden Aufgabe, auRerdem in der Embryogenese,
insbesondere wahrend der Valvulogenese [2, 55].

Die Expression des Proteins in atherosklerotischen Lasionen als wichtiger oste-
oblastischer Differenzierungsfaktor kann als wichtiger Schritt zur Entschlisse-
lung der Pathogenese der Atherosklerose gesehen werden [6].

Der immunhistochemische Nachweis von BMP-2 in kalzifizierten Aortenklappen
erbrachte den ersten Hinweis der Funktion des Proteins bei der Aortenklappens-
tenose [68]. Darlber hinaus bewiesen Mohler et al. vermehrt Kalziumablagerun-
gen an Aortenklappen unter Gabe von BMP-2 im zellkulturellen Modell [87] als
Folge von BMP-2 induzierter VIC-Simulation [149]. VICs setzen im Anschluss
eine Kaskade mit RUNX (Runt-related transcription factor 2) und Osteopontin-

zwei osteoblastische ossifizierende Faktoren in Gang.

BMP-2 wird vor allem durch unter anderem Toll-like receptor 2 (TLR2) sowie Toll-
like receptor 4 (TRL4) aktiviert und intensiviert somit die osteogenen Einfliisse
des Liganden. Diese Rezeptoren werden durch an den Herzklappen akkumulie-
renden oxidized low density lipoproteins (oxLDLSs) stimuliert und leiten die initiale
Fibrose der AS ein [126]. Durch Agonisten von TLR2 und TLR4 steigt die BMP-
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2-Exprimierung in den VIC der Aortenklappe im Vergleich zu denen der Pulmo-

nalklappe, was eine klappenspezifische Funktion dieser nahelegt [148].

Die Peptidmessungen meiner Studie liegen in den intermediaren Monozyten bei
AS | im Vergleich zu AS Il + 11l im erhdhten Wertebereich, wahrend sich dies bei
den nicht-klassischen- und klassischen Monozyten umkehrt und tendenziell er-

hohte Werte bei hthergradigen Stenosen zeigt.

Insgesamt scheint BMP-2 zwar eine essenzielle Rolle in der AS zu spielen, je-
doch ist eine erhdhte Aktivitat des Proteins allein nicht suffizient die AS zu indu-
zieren. Vielmehr scheint ein gesamtes pro-osteogenes Milieu an der Aorten-
klappe notwendig zu sein [39]. Neuere Studien fuhren beispielsweise ein Dis-
aquilibrium zwischen BMP-2 und DCBLD2 (Neuropilin-like protein) als Voraus-
setzung fur die Auswirkung von BMP-2 bei der AS an [67]. Dieses Peptid kénnte
somit eines vieler Faktoren sein, die die singulare Bewertung von BMP-2 beim
Kontext der Aortenklappenstenose erschweren.

Ein besonderes Augenmerk liegt auf der thrombozytéren Auswertung der BMP-
2-Konzentration. Diese prasentieren sich, auch wenn statistisch erneut nicht sig-
nifikant (p=0,052), im Median 40,9 [27,75 - 48,6] (AS I) und 47,05 [37,05 - 59,05]
(AS 1l + 1) deutlich unterschiedlich. Eine Korrelation zwischen BMP-2 und
Thrombozyten ist, trotz histologischen Nachweises, in der Literatur bisher kaum
diskutiert [122]. Das oben erlauterte TGF-B1-, ein eng Verwandtes Peptid mit
BMP-2, wird durch Thrombozyten bei erhéhten Scherkraften, wie sie bei der
Atherosklerose und der AS der Fall sind, vermehrt ausgeschittet [141]. Die von
uns erhobenen Ergebnisse sind mit dem Hintergrund des thrombozytaren BMP-
Nachweises, trotz fehlender Signifikanz, ein weiterer moglicher Hinweis auf die
Pathogenese der AS und konnte in Zukunft noch Gegenstand der Forschung

sein.

Eine schlussendliche Aussage von BMP-2 und der AS I&sst sich somit aufgrund
unzureichender Studienlage und fehlender signifikanter Ergebnisse aus meiner

Studie nicht herleiten.
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4.4. Klinische Bedeutung der BMP-4-Messung

Bone morphogenetic Protein-4 gilt als wichtiger osteogener Faktor bei der Emb-
ryogenese und der Knochenreparatur [28]. Uberdies wird BMP-4 durch koronare
Endothelzellen bei der Atherosklerose als proinflammatorisches Genprodukt ver-

mehrt ausgeschuttet und treibt diese weiter voran [64, 124].

Der erhohte Nachweis des Zytokins ist nicht nur bei pathologischen Veranderun-
gen von Koronararterien vorhanden, sondern ebenso bei stenosierenden Aorten-
klappen. Sucosky et al. bewiesen erhdhte BMP-4-Expressionen an valvularen
Endothelzellen, wohingegen das ventrikulare Endothel diesen Umstand nicht er-
brachte [127]. Als Ursache hierfur vermuteten die Untersucher die mechanosen-
sitive Eigenschaft des Proteins, im Zusammenspiel mit der anatomischen Lage
der valvularen Endothelzellen der damit einhergehenden physiologisch erhéhten

Scherkréafte an der Herzklappe.

Zellkulturelle Untersuchungen konsolidierten diese Annahme weiterhin, da die
Kombination von 15%iger Klappendehnung und Scherkraftstimulation mit einer
Frequenz von 1 Hz eine verstéarkte Kalzifikation der Aortenklappe zu Folge hatte
[3, 102]. Poststimulativ zeigten sich osteogene Marker wie SMA (a-smooth
muscle actin), FN (Fibronectin), OPN (Osteopontin), AP (alkalische Phospha-
tase) und RUNX2 an den VIC hochreguliert.

In der von mir durchgefuhrten Studie liegen die Messergebnisse der AS | von
BMP-4, sowohl in den intermediaren-, als auch klassischen Subpopulationen so-
wie thrombozytaren Messauswertungen uber den Ergebnissen von AS Il + IlI.
Die nicht-klassischen Monozyten hingegen zeigen eine gering erhdohte Peptid-
konzentration in h6hergradigen AS (264 vs. 263). Eine statistische Signifikanz ist

zwischen beiden Gruppen nicht nachweisbar.

Klassische Monozyten machen 80-95% aller zirkulierenden Monozyten aus und
sind gemeinsam mit BMP-4 in der Lage in Kombination mit hohen Scherkraften
ROS zu produzieren und so ein proinflammatorisches Milieu zu kreieren [124,
143, 156]. Neben des inflammatorischen Milieus tragen, wie oben erértert, Oszil-

lationen und physiologische mechanische Beanspruchungen zur Kalzifikation
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durch Induktion osteogener Faktoren durch BMP-4 bei. Analog dieser Hypothese
sollte bei weiterem Fortschreiten der Stenose und nunmehr weiter erhdhten
Scherkraften die BMP-4-Exprimierung bei hochgradigen Aortenstenosen von
niedriggradigen differieren. Zwar zeigten die hier gezeigten Ergebnisse Unter-
schiede beider Gruppen, jedoch lagen die beiden Messergebnisse nah beieinan-
der, wiesen keine statistische Signifikanz auf und konnten somit diese Theorie

nicht beweisen.

In der Fachliteratur wird ein Zusammenhang zwischen Thrombozyten deriviertem
BMP-4 und vaskuléarer Inflammation in der Atherosklerose diskutiert [60]. Die Au-
toren stellten eine erhdhte platelet-leukocyte-aggregation in den initialen Stadien
nach endothelialem Schaden fest und schlussfolgerten eine vor allem anfangli-
che Funktion von Thrombozyten-assoziiertem BMP-4. Diese Hypothese wére in
der AS, aufgrund der @hnlichen anfanglichen Pathogenese, denkbar und mit den

thrombozytaren und monozytaren Ergebnissen vereinbar.

Meine Ergebnisse konnten zwar keine signifikante Differenz der untersuchten
Patientenkohorten feststellen, jedoch ist BMP-4 in seinen osteogenen Aufgaben,
insbesondere bei der Aortenstenose von besonderer Relevanz. Aufgrund seiner
mechanosensitivitat konnte es am Beginn der pathophysiologischen Kaskade
stehen und sollte in Zukunft weiterhin anhand experimenteller Studien dahinge-

hend untersucht werden.
4.5. Klinische Bedeutung der BMP-7-Messung

Das letzte in dieser Arbeit zu diskutierende Zytokin, ist das bone morphogenetic
protein-7. Das Protein besitzt, trotz familiarer Zugehdrigkeit aufgrund struktureller
Similaritaten, sich deutlich unterscheidende Eigenschaften von anderen Protei-
nen der TGF-B-Superfamilie.

BMP-7 gilt in der Literatur als ,Gegenspieler von TGF- 1. Beispielsweise ist das
Protein bei der chronischen Niereninsuffizienz fur die Regeneration von TGF- 31
induzierten mesenchymalen und fibrésen Verdnderungen der epithelialen Tubu-

luszellen verantwortlich [154].
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Zudem zeigt sich die kontrare Funktion im kardiovaskularen System. Die Behand-
lung mit BMP-7 hatte eine signifikante Erh6hung der antiinflammatorischen M2-
Makrophagen, sowie eine messbare Senkung von proinflammatorischen Zytoki-
nen wie IL-6, TNF-a und MCP-1 zufolge und folglich weniger Plaqueformationen

in der Atherosklerose als Konsequenz [110, 121].

Meine Ergebnisse erbringen zwar keine statistisch signifikanten Unterschiede im
MFI zwischen den beiden untersuchten Kohorten, dennoch sind deutliche Unter-
schiede ersichtlich. Die BMP-7-Expression intermediéarer Monozyten pendelt sich
im Vergleich bei hoheren Werten mit einer hohen statistischen Differenz
(p=0,052) in niedriggradigen Stenosen ein. In den Ubrigen monozytaren und
thrombozytaren Auswertungen zeigen, trotz durchweg fehlender statistischer
Signifikanz, ebenfalls erhdhte Expressionsmuster von BMP-7 bei AS I. Diese feh-
lenden statistischen Signifikanzen kénnen jedoch teilweise durch die hier vorhan-

dene vergleichsweise kleine Patientenkohorte erklart werden.

Jin et al. untersuchten, inwiefern sich die Postinfarktregeneration nach exogener
Einnahme von BMP-7, im Vergleich zur Einnahme von Kochsalzlésung unter-
schied. Das postischamische Fibroseareal war unter Einnahme von BMP-7 im
kardialen Remodelling deutlich geringer zu bemessen [63]. Diesen Umstand un-
terstrichen weiterfihrende Untersuchung mittels PCR sowie Western-Blot und
legten erneut die antagonisierende Funktion von BMP-7 gegenuber TGF-p1 auf
molekularer Ebene dar. Andere Untersuchungen erbrachten vergleichbare Er-
gebnisse bei vorhofflimmernassoziierter myokardialer Fibrose [13].

Merino et al. zeigten mit ihrer Studie, dass BMP-7 nicht nur antifibrotisch auf das
Herz wirkt, sondern auch die Spatfolgen der héhergradigen AS revidieren kann.
Die Einnahme des Peptids verhinderte im Tiermodell nicht nur die Fortschreitung
der Fibrose, sondern zeigte einen substanziellen Rickgang der linksventrikula-
ren Hypertrophie nach Aortenklappenersatz [85]. Die Autoren machten hier ein
Disaquilibrium zwischen TGF-B1 und BMP-7 verantwortlich, da bei vollstandiger
Defizienz von BMP-7 sich unter anderem eine deutlich erhéhte kardiale Hyper-

trophieneigung zeigte. BMP-7 Dbietet somit nicht nur prophylaktische
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Therapieoptionen, sondern auch einen therapeutischen Ansatz bei fortgeschrit-

tenen Aortenklappenstenosen.

Einige proteinspezifischen Einschrankungen sind hier dennoch zu benennen.
Obwohl BMP-7 in der Literatur bei kardiovaskularen Erkrankungen viel erforscht
ist, ist die spezielle Funktion des Zytokins bei der Aortenstenose bisher kaum
erdrtert. Patienten mit niedriggradigen Stenosen tendieren, auch wenn durch die
hier vorliegenden Daten nicht eindeutig belegbar, generell zu weniger schweren
kardialen Begleiterkrankungen wie KHK oder vergangenen Myokardinfarkten und
damit ein geringeres kardiales inflammatorisches Milieu. Diese fehlenden Be-
gleiterkrankungen kdnnten fiilhrende Ursache fur die von uns festgestellte Diffe-
renz sein. Ein Zusammenhang zwischen Aortenstenosen und BMP-7 ist aus den

Ergebnissen in erster Linie nicht ersichtlich.

Nichtdestotrotz zeigen meine Studienergebnisse eine deutliche Differenz zwi-
schen den untersuchten Gruppen und fundieren die in der Fachliteratur vermu-
tete Funktion des Proteins in der Aortenklappenstenose. Das Protein kdnnte per-
spektivisch als prognostischer Marker, prophylaktischer- oder gar therapeuti-
scher Ansatz in der Aortenklappenstenose dienen. Es sind weitere experimen-
telle Studien zur Klarung der pathophysiologischen Aspekte vonnéten. So kdnn-
ten beispielsweise Messungen vor- und nach einem Klappenersatz die Dynamik
des Peptids und dessen Effekte auf die Aortenklappe weiter verdeutlichen.
Ebenso kdnnten histologische Untersuchungen an explantiertem Klappenge-
webe einen Zusammenhang zwischen BMP-7 und der AS herstellen.

4.6. Limitationen

An dem von mir verwendeten Studiendesign ist die Querschnittsanalyse mit feh-
lendem Follow-up zu bemangeln, denn Proteine der TGF-B-Superfamilie sind
durch akute inflammatorische Geschehen, Tagesschwankungen oder andere
Phanomene, wie der Blutentnahmetechnik, modifizierbar. Uberdies sind zytokin-
spiegelbeeinflussende Begleiterkrankungen wie Karzinome nicht erfasst worden.
Eine Ausweitung der anamnestischen Parameter sowie eine wiederholte Durch-

fuhrung der Testung in Kombination mit erneuter Echokardiographie zur
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Evaluation der Stenosendynamik im Sinne eines longitudinalen Studienaufbaus
hatten zur besseren klinischen Einordnung der Ergebnisse beitragen und mogli-
che Fehlerquellen eliminieren kdnnen. Zudem ist die Patientenkohorte mit n=43
verhaltnismalig klein und kdnnte die statistischen Signifikanzen der Ergebnisse

verzerren.
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5.0. Zusammenfassung

Die Aortenklappenstenose ist eine chronische, stetig progrediente Erkrankung
des Herzens mit Kalzifikation und Einengung des kardialen Ausflusstraktes im
Endstadium. Wahrend die anfangliche leichte Stenose oft aufgrund fehlender
Symptomatik unentdeckt bleibt, ist die schwere Stenose hingegen das haufigste
behandlungsbedurftige Vitium bei Patienten fortgeschrittenen Alters. Da die end-
gultige Pathogenese noch nicht ausreichend untersucht ist, sind sinnvolle thera-
peutische Optionen bis zum heutigen Tage limitiert und ausschlief3lich im opera-
tiven Klappenersatz zu finden. Versuche einer medikamentsen Therapie mit
Statinen zur Serumlipidsenkung sind nach anfanglichem Enthusiasmus in grof3
angelegten Studien der letzten Jahre widerlegt worden, da diese, im Gegensatz

zur Atherosklerose, hier keine Vorteile erbrachten.

Zwar teilt die AS Risikofaktoren und einige gemeinsame pathophysiologische As-
pekte mit denen der Atherosklerose, dennoch scheint es Differenzen in der Pa-
thogenese beider Erkrankungen zu geben. Durch erhdhte Scherkrafte und damit
einhergehender endothelialer Dysfunktion, wird eine inflammatorische Kaskade
mit Makrophagen- und Lymphozyteninfiltration sowie Lipidakkumulation der val-
vularen Endothelzellen losgetreten. Proteine der TGF-B-Superfamilie, insbeson-
dere TGF-B1, BMP-2 oder BMP-4 durch ihre inflammatorischen und osteoindu-
zierenden Funktionen- ebenso wie BMP-7 mit seinen antiinflammatorischen und

antifibrotischen Aufgaben, sind hierbei von besonderem Interesse.

In dieser Studie wurde durchflusszytometrisch untersucht, ob Differenzen der Ex-
pression und Expressionsmuster oben genannter Proteine unter Monozyten und
Thrombozyten in den unterschiedlichen Schweregraden der Aortenklappenste-
nose nachzuweisen sind. Wahrend diverse Differenzen zwar aufzuzeigen waren,
lagen lediglich die Ergebnisse von monozytaren TGF-B1 in einem statistisch sig-
nifikanten Bereich. Diese waren bei niedriggradigen Stenosen im direkten Ver-

gleich zu hochgradigen Stenosen héher angesiedelt.
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Die hohe Expression von TGF-B1 bei niedriggradigen Stenosen unterstreicht die
inflammatorische Aufgabe des Peptids durch Monozyten in der Aortenklappens-

tenose.

Meine Ergebnisse verdeutlichen die Wichtigkeit der TGF-B-Superfamilie in der
Genese der Aortenklappenstenose. Die Untersuchungen zeigen Differenzen der
Proteinexpressionen bei AS unterschiedlicher Schweregrade. Zur weiteren Klini-
schen Einordnung und Bestéatigung der Resultate ist eine erneute Untersuchung
der TGF-B-Superfamilie mit follow-up zur Beurteilung des nattirlichen Krankheits-
verlaufs notwendig. So kénnte durch mehrmalige echokardiographische Evalua-
tion in Kombination mit multipler Peptidmessungen eine Korrelation dieser beiden
Parameter hergestellt werden. Hier kann man im weiteren Sinne die prognosti-
sche Wertigkeit der TGF-Bs beurteilen. Besonders monozytares TGF-1 und
BMP-7 sowie thrombozytares BMP-2 sind hierbei von besonderem Interesse.
Dartber hinaus kdonnten immunhistochemische- oder durchflusszytometrische
Untersuchungen an explantiertem Klappengewebe ein Verhaltnis von monozyta-
rer und klappengeweblicher TGF-B-Expression erbringen. Hierdurch wirden
nicht nur quantitative Expressionen der einzelnen Proteine in unterschiedlichen
Schweregraden evaluiert-, sondern vielmehr die Einflisse der einzelnen Proteine

auf das Klappengewebe gezeigt werden.

Zusammenfassend besitzen einige TGF-B-Proteine aufgrund vorangegangener
Studien und der hier vorliegenden Studienergebnisse das Potenzial als prognos-
tischer Marker fur die Entstehung der AS zu dienen. Hierdurch kdnnte es mgglich
sein, das Risiko flir einen Progress der Erkrankung vorherzusagen und entspre-
chende Mal3nahmen zu ergreifen, um Spatfolgen zu verhindern. Dies musste al-
lerdings nach erfolgter Bestatigung oben genannter pathophysiologischer As-
pekte in grol3 angelegten klinischen Studien erfolgen.
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