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1 Einleitung

1.1 Klinische Bedeutung der Aortenklappenstenose

Die Aortenklappenstenose (AS) ist die haufigste erworbene primare Herz-
klappenerkrankung in Industrielandern mit einer Zweijahrestberlebensrate
symptomatischer Patienten von 50 % (1-5). Trotz intensiver Forschungen auf
dem Gebiet der AS fehlen therapeutische und prognostische Angriffspunkte, um
diese haufige Erkrankung kausal therapieren zu kénnen, denn bis heute gibt es
keine medikamentdse Therapie, die das Outcome der Patienten verbessern
oder das Fortschreiten der Erkrankung aufhalten kann (1, 6). Die einzigen
Grundpfeiler der langfristigen Therapie stellen der chirurgische oder
interventionelle Herzklappenersatz dar (4, 6-10). Sowohl unter den
chirurgischen, als auch den kathetergestiutzten Herzklappeneingriffen, stellt die
AS die haufigste Interventionsindikation aller strukturellen Herzerkrankungen
dar (6).

Die Pravalenz der AS hat in den letzten Jahren zugenommen (1, 6). Sie steigt
mit dem Lebensalter, sodass circa 4 - 5 % der Uber 65-Jahrigen an einer AS
erkrankt sind (1, 8, 11, 12). Mit dem Auftreten von Symptomen wie
beispielsweise Leistungsminderung, Pré- / Synkopen, Dyspnoe, Schwindel und
Angina Pectoris sinkt die Prognose der AS deutlich (1, 4, 6). Patienten mit einer
symptomatischen, hochgradigen AS und einem zu hohen Risiko fur einen
chirurgischen Herzklappenersatz haben ohne kathetergestutzten
Aortenklappenersatz (TAVI - engl. transcatheter aortic valve implantation) eine
Einjahrestberlebensrate von 50 %, nach TAVI von 70 % (13).

Bisherige Forschungen auf dem Gebiet der AS deuten auf komplexe
pathophysiologische Mechanismen hin, bei denen Inflammation, Fibrosierung,
Kalzifikation, Ossifikation und Lipideinlagerungen in das Herzklappengewebe
von Bedeutung sind (14, 15). Monozytare als auch thrombozytare Chemokine
wie Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) und ihre Interaktionspartner, die
Gegenstand vieler Forschungen sind, scheinen im Krankheitsprozess der AS
eine bedeutende Rolle zu spielen (6). Es fehlt jedoch eine genaue

Charakterisierung ihres Vorkommens im Herzklappengewebe und im Blut
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betroffener Patienten, um therapeutische und prognostische Angriffspunkte

dieser bisher nicht kausal therapierbaren Erkrankung finden zu kénnen.
1.2 Epidemiologie und Atiologie

Es werden kongenitale von erworbenen AS unterschieden (16). Circa 0,8 - 1 %
aller Neugeborenen weisen eine Herz- und Gefal3fehlbildung auf, davon 6 %
eine angeborene AS (17). Die haufigste Form der AS in Industrielandern stellt,
mit deutlichem Unterschied, die erworbene, kalzifizierte AS dar, weshalb sich
die vorliegende Arbeit ausschlie3lich mit dieser Form der AS befasst (16). Circa
70 % aller erworbenen Herzklappenvitien betreffen die Aortenklappe, 65 %
stellen isolierte Vitien der Aortenklappe dar (Abbildung 1) (17). Circa vier Funftel
der isolierten Aortenklappenvitien auf3ern sich als AS ( Abbildung 1) (17). Eine
Ubersicht tiber erworbene Herzklappenfehler und deren relative Haufigkeit zeigt
Abbildung 1.

O Mitralklappen-
vitien;
30 %

OAortenklappenstenose (ca.
50%)

O isolierte
Aorten-
klappen-
vitien;

65 %

Okombinierte
Aortenklappenvitien
(ca.30%)

1 , B Aortenklappeninsuffizienz
B kombinierte (ca. 20%)

Mitral- und
Aortenklap-
penvitien; 5 %

Abbildung 1: Relative Haufigkeiten erworbener Herzklappenfehler nach
Giannitsis et al. (17). Circa 70 % aller erworbenen Herzklappenfehler betreffen die
Aortenklappe. In 80 % der isolierten erworbenen Aortenklappenvitien liegt eine
stenosierte Aortenklappe vor. Circa 30 % der isolierten Aortenklappenvitien
prasentieren sich mit sowohl stenotischer als auch insuffizienter Komponente.

Neben den kardiovaskularen Risikofaktoren Dyslipoproteindmie, Diabetes
mellitus, arterielle Hypertonie und familidre Disposition stellt das Vorhandensein

einer bikuspiden Aortenklappe, vor allem bei Patienten unter 60 Jahren, ein
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Risikofaktor fur die Entwicklung einer AS dar, denn circa die Halfte der
chirurgisch explantierten Aortenklappen sind bikuspide (6, 18-20). Ein weiterer

Risikofaktor fur die Entwicklung einer AS ist das mannliche Geschlecht (21).
1.3 Klassifikation der hochgradigen Aortenklappenstenose

Die AS kann unter verschiedenen Gesichtspunkten eingeteilt werden. Hierzu
zéhlen die Einteilungen nach Entstehung, Schweregrad oder klinischer
Prasentation der AS (1, 4-6, 8, 16, 22, 23). Nach der Entstehung werden
angeborene von erworbenen AS unterschieden. Die erworbene AS wird
unterteilt in kalzifizierte, rheumatische, (post-)infektiose oder sekundare AS (4,
6, 17). Als Ursache einer sekundaren AS kommen anuloaortale Ektasien,
Aortenaneurysmen oder Mesaortitiden im Rahmen einer tertiaren Syphilis in
Betracht (17). Fur die klinische Praxis ist die echokardiographische Einteilung
nach Schweregrad sowohl prognostisch als auch therapeutisch von Bedeutung
(1, 8, 16, 22). Es werden hochgradige AS, mit der schlechtesten Prognose, von
moderaten und leichtgradigen AS unterschieden (1). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden nur hochgradige, erworbene und Kkalzifizierte AS untersucht. Die
hochgradige AS kann anhand der Aortenklappenoéffnungsflache, des in der
transésophagealen Echokardiographie gemessenen mittleren Druckgradienten
Uber der Aortenklappe sowie der maximalen Flussgeschwindigkeit im Bereich
der Stenose, des Schlagvolumenindex, der linksventrikularen Ejektionsfraktion
(LVEF) und der klinischen Wahrscheinlichkeit fur eine hochgradige AS in vier
Kategorien aufgeteilt werden (1). Tabelle 1 zeigt vereinfacht die
echokardiographische Einteilung der hochgradigen Aortenklappenstenose
gemall der aktuell als auch der zum Untersuchungszeitpunkt gultigen
Leitlinie(n) der ESC/EATC (1, 5, 7, 22, 24). Eine AS mit einer
Aortenklappendéffnungsflache von unter einem Quadratzentimeter (cm?2) und
einem mittleren Druckgradienten Uber der Aortenklappe von mehr als 40

Millimeter Quecksilbersaule (mmHg) oder einer Flussgeschwindigkeit von

mindestens 4 Metern pro Sekunde (?) im Bereich der Stenose, wird als high-

gradient AS bezeichnet (1). GemalR? der aktuell geltenden Leitlinie stellt eine
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hochgradige high-gradient AS mit dem Auftreten von Symptomen eine

Therapieindikation dar (1).

Tabelle 1: Einteilung der hochgradigen Aortenklappenstenose in vier Kategorien

anhand der

Leitlinien 2014, 2017 und 2021 (1, 5,7).

transdsophagealen Echokardiographie gemall den ESC/EATC

Vereinfachte High- Low- Low- Low-

Einteilung der gradient gradient, gradient, gradient,

erworbenen, AS low-flow low-flow normal-

kalzifizierten, AS mit AS mit flow AS mit

hochgradigen reduzierter | erhaltener | erhaltener

Aortenklappen- LVEF LVEF LVEF

stenose (AS)

Aortenklappen- <1cm?

offnungsflache

Mittlerer Druck- 240 mmHg | <40 mmHg

gradient Uber der

Aortenklappe

Schlagvolumen- variabel <35 ™ > 35

index " "

LVEF variabel <50 % > 50 %

maogliche weitere Stressecho- | Calcium- Leitlinien-

diagnostische kardiogra- score gerechte

Verfahren phie mittels Risikostrati-
MSCT fizierung

AS - hochgradige Aortenklappenstenose; LVEF - linksventrikuldre Ejektionsfraktion; MSCT -
mehrschicht Computertomographie (engl. multislice computer tomopgraphy).

Eine AS mit einem mittleren Druckgradienten von weniger als 40 mmHg
beziehungsweise (bzw.) einer maximalen transvalvularen Flussgeschwindigkeit
von unter 4 ? wird als low-gradient AS bezeichnet (1). Eine low-gradient AS

wird anhand des auf die Koérperoberflache bezogenen Schlagvolumens, des

Schlagvolumenindex, weiter in low-flow (Schlagvolumenindex maximal 35

Milliliter pro Quadratmeter ( % ) und normal-flow AS (Schlagvolumenindex Uber
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35 %ﬁ ) unterteilt (1, 5). Abhangig von der LVEF ist zur Uberprifung der

Therapieindikation bei einer low-gradient, low-flow AS unterschiedliche
Diagnostik notwendig, wie beispielsweise Stressechokardiographie oder
computertomographische Bestimmung der Calciumscores (1, 5). Eine low-
gradient, normal-flow AS mit erhaltener LVEF ist in der Regel (i.d.R.) eine
moderate AS und wird nur bei klinischer Wahrscheinlichkeit fur eine
hochgradige AS als solche gewertet (1). Es ergeben sich vier Kategorien der
hochgradigen AS: high-gradient AS, low-gradient, low-flow AS mit reduzierter
LVEF, low-gradient, low-flow AS mit erhaltener LVEF und low-gradient, normal-
flow AS mit erhaltener LVEF und Kklinischer Wahrscheinlichkeit einer
hochgradigen AS (1, 5). Therapierelevant ist neben dieser
echokardiographischen Klassifikation auch die Einteilung gemaf der klinischen
Prasentation in asymptomatische und symptomatische AS (1, 5). Zu den
typischen Symptomen einer AS zahlen Schwindel, (Prd-) Synkopen,
(Belastungs-) Dyspnoe, Leistungsminderung, angina pectorale Beschwerden,

der plétzliche Herztod sowie Zeichen der Herzinsuffizienz (1, 4, 5, 16).
1.4 Therapie der hochgradigen, kalzifizierten Aortenklappenstenose

Es gibt bisher keine kausale Therapie der hochgradigen, kalzifizierten AS (1, 5).
Die einzigen Therapieoptionen stellen der Aortenklappenersatz, in seltenen
Fallen die Ballonvalvuloplastie oder active Surveillance (1, 5). Zur langfristigen
Therapie dieser Erkrankung kommt zum heutigen Zeitpunkt nur der
offenchirurgische oder kathetergestitzte Aortenklappenersatz (TAVI) in
Betracht (1, 5, 9, 10). Eine symptomatische hochgradige AS stellt eine
Interventionsindikation dar, es sei denn, dass keine weiteren Komorbiditaten,
oder sehr schwere Komorbiditaten vorliegen, bei denen davon auszugehen ist,
dass der Patient® nicht von einer Intervention profitiert (1, 5). Abhéngig von der

Dringlichkeit, des Operationsrisikos, den Komorbiditaten, der Konstitution und

' Aus Grinden der besseren Lesbarkeit wird in der gesamten Arbeit
ausschlieBlich das generische Maskulinum verwendet, es sind jedoch alle

Geschlechter gleichermal3en angesprochen.
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dem Patientenwunsch, wird nach individueller Nutzen-Risikoabwagung durch
ein in der Therapie der Aortenklappenstenose erfahrenes, interdisziplinares
Team zwischen TAVI oder chirurgischem Aortenklappenersatz entschieden (1,
5). Orientierend kann gesagt werden, dass fir Patienten mit einem Alter ab 75
Jahren oder einem hohen operativen Risiko (EuroSCORE Il > 8 %) eine
transfemorale TAVI empfohlen wird, vorausgesetzt, dies ist durch anatomische,
prozedurale oder klinische Faktoren mdglich (5). Fir Patienten unter 75 Jahren
und einem geringen operativen Risiko (EuroSCORE Il < 4 %), bzw. fir operable
Patienten, die sich aufgrund anatomischer, prozeduraler oder Kklinischer
Faktoren nicht fur eine transfemorale TAVI eignen, wird der chirurgische
Herzklappenersatz empfohlen (5). Fur asymptomatische Patienten mit hohem
begleitendem Risiko und eingeschrankter linksventrikularer Ejektionsfunktion
wird eine Reevaluation nach sechs Monaten, bzw. beim Auftreten von
Symptomen, empfohlen (5). Die Therapieentscheidung bleibt jedoch
Entscheidung eines interdisziplinaren Teams, das individuell abzuschétzen hat,
ob von einem Benefit durch einen Aortenklappenersatz auszugehen ist (5). Ist
dies nicht der Fall, wird eine medikamentose Therapie der kardialen
Begleiterkrankungen, z.B. eine Herzinsuffizienztherpie gemald den aktuell
gultigen Leitlinien bei Herzinsuffizienz, empfohlen (5). Die beste individuelle
Therapie ist derzeit noch Gegenstand zahlreicher Forschungen; so ist die
optimale Therapie einer asymtomatischen, hochgradigen AS derzeit
Forschungsgegenstand der AVATAR-Studie (engl. Aortic Valve Replacement
versus conservative treatment in asymptomatic severe aortic stenosis, dt.
Aortenklappenersatz im Vergleich zu einem konservativen Therapieregime in
der asymptomatischen, hochgradigen AS), die ein konservatives, nicht-
interventionelles Therapieregimie mit einem interventionellen Procedere
vergleicht (25). Trotz intensiver Forschungen auf dem Gebiet der AS konnten
bisher keine medikamentésen Therapien ausfindig gemacht werden, die das
Outcome der Patienten verbessern oder das Fortschreiten der Erkrankung
aufhalten kénnen (1, 5, 9, 10). Dies wurde auch im Rahmen der PARTNER-
Studie (engl. Placement of Aortic Transcatheter Valve Trial, dt. Plazierung

aortaler, kathetergestutzter Herzklappen), die das Outcome nach TAVI in
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Hochrisikopatienten mit symptomatischer AS im Vergleich zum chirurgischen
Herzklappenersatz oder medikamenttser Therapie bzw. Ballonvalvuloplastie in
zwei Kohorten vergleicht, bestatigt (13). Selbst Patienten mit einem zu hohen
Risiko fur einen chirurgischen Herzklappenersatz, zeigten ein Jahr nach TAVI
nicht nur eine geringere Sterblichkeit und eine geringere
Rehospitalisierungsrate, sondern auch reduzierte kardiale Symptome,
gemessen an der NYHA-Klassifikation, im Vergleich zu Patienten mit rein
medikamentdser Therapie oder Ballonvalvuloplastie (13). Derzeit werden in
mehreren randomisierten Studien optimale Therapieregimes und neue
Therapiemoglichkeiten der AS untersucht (25). Im Rahmen der SALTIRE Il —
Studie (engl. Bisphosphonates and RANKL inhibition in Aortic Stenosis, dt.
Bisphosphonate und RANKL-Inhibition in der Aortenklappenstenose; The
Clinical Trials gov Nummer: NC02132026) werden derzeit Bisphosphonate und
der RANKL-Inhibitor Denosumab, aufgrund ihres Einflusses auf die
Knochenmineralisierung, als mdgliche neue Therapieoptionen der AS
untersucht (26, 27). Sollte sich zeigen, dass ein bestimmtes Patientenklientel
von einem abwartenden Procedere profitiert, kénnten Biomarker helfen,
Patienten zu identifizieren, die von einem Aortenklappenersatz profitieren.
Konnte beispielsweise durch Biomarker ein langsamer Verlauf der AS
abgeschéatzt werden, hétte eine Herzoperation fur Patienten mit zu Lebzeiten
nur gering bis kaum die Lebensqualitat beeintrachtigender Symptomatik keinen
Mehrwert und wirde das perioperative Risiko nicht rechtfertigen. Im Falle einer
rasch progredienten AS wirde man sich eher fur einen friheren
Operationszeitpunkt entscheiden, da eine gute Herzfunktion negativ mit dem
Risiko korreliert, im Rahmen einer Herzklappenintervention zu versterben, und
davon auszugehen ist, dass das Herz bei einem spateren Operationszeitpunkt
bereits Schaden durch die AS genommen hat (28).

24



1.5 Pathophysiologie der kalzifizierten hochgradigen Aortenklappenstenose

1.5.1 Klinisches Erscheinungsbild

Die Pathogenese der AS ist in der Regel schleichend und wird aufgrund von
spat auftretenden Symptomen meist entweder als Zufallsbefund oder relativ
spat im Krankheitsverlauf diagnostiziert (29). Dem Symptombeginn, der im
Mittel bei 60 Jahren liegt, geht meist eine Latenzperiode unbekannter Dauer
voraus (29). Post mortem Daten ergaben, dass die Uberlebensrate bei
Symptombeginn circa 90 % betragt, das durchschnittliche Uberleben mit dem
Auftreten von Symptomen aber deutlich sinkt, sodass das durchschnittliche
Sterbealter fir Manner mit einer symptomatischen, hochgradigen AS bei 63
Jahren liegt (Abbildung 2) (29). Klinische Bobachtungen zeigen jedoch, dass
das klinische Erscheinungsbild der AS sich sehr heterogen prasentiert (1, 6). So
werden schnell progrediente und eher langsam voranschreitende Verlaufe
beobachtet, die beispielhaft als rasch progrediente AS (rpAS) und langsam
progrediente AS (IpAS) in Abbidlung 2 dargestellt sind (6).

Mit einer Zweijahres-Uberlebensrate von unter 50 % hat die symptomatische
AS eine sehr schlechte Prognose (4, 6, 29). Die Risikofaktoren fir die
Entstehung einer AS entsprechen neben dem Vorhandensein einer bikuspiden
Aortenklappe den kardivaskularen Risikofaktoren der Atheriosklerose wie
beispielsweise familiare Disposition, fortgeschrittenes Alter oder das
Vorhandensein einer arteriellen Hypertonie, eines Diabetes Melliuts oder einer
Dyslipoproteinamie (1, 4, 6, 7, 30, 31). Nach heutigem Erkenntnisstand gilt die
AS als eine der Artherosklerose &hnelnden, aber ihr nicht gleichenden
Erkrankung (11, 12, 15, 19, 32). In der bisher grof3ten multizentrischen,
randomisierten und doppelverblindeten Studie, welche die Effekte einer
lipidsenkenden Therapie bei Patienten mit AS untersuchte, konnte eine
lipidsenkende Therapie mit Simvastatin und Ezetimib bei Patienten mit
asymptomatischer, leicht- bis mittelgradiger AS das Outcome im Vergleich zur
Placebokohorte nicht vebessern (SEAS-Studie, engl. Simvastatin and
Ezetimibe in Aortic Stenosis, dt. Simvastatin und Ezetimib in der Aortenstenose)
(9, 33).
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Abbildung 2: Verlauf der Aortenklappenstenose nach Ross und Braunwald et al.
(modifiziert) (29). Abbildung 2 zeigt das prozentuale Uberleben in Bezug auf das Alter der
Patienten mit Aortenklappenstenose in Jahren. Nach einer Latenzphase unklarer Dauer,
zunehmender Stenosierung und myokardialer Uberlastung sinkt mit Auftreten von Symptomen
(A) das mittlere Uberleben der Patienten deutlich (B). Das Kklinische Erscheindungsbild
prasentiert sich im klinischen Alltag heterogen mit schnelleren (blaue Kurve, rasch progrediente
Aortenklappenstenose) und langsameren Verlaufen (rote Kurve, langsam progrediente
Aortenklappenstenoe).

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen der ebenfalls
doppelverblindeten SALTIRE-Studie (engl. Scottish Aortic Stenosis and Lipid
Lowering Trial, Impact on Regression, dt.Schottische Studie zur Beobachtung
der Auswirkungen einer lipidsenkenden Therapie auf die Aortenstenose) an 155
Patienten mit kalzifizierter AS, die darlegte, dass die Progression der AS nach
Therapie mit Atorvastatin im Vergleich zur Palacebokohorte weder verlangsamt
noch reduziert werden konnte (34). Eine Verlangsamung der
echokardiographisch bestimmten hamodynamischen Progression der AS, nicht
aber der Prognose der AS, konnte an einer nicht verblindeten Studie mit 121
Patienten mit asymptomatischer und moderater bis hochgradiger AS und
Rosuvastatintherapie (RAAVE-Studie, engl. Rosuvastatin Affecting Aortic Valve
Endothelium, dt. Beeinflussung des Aortenklappenendothels durch

Rosuvastatin) gezeigt werden (35). Diese Daten konnten aber von der
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ASTRONOMER-Studie (engl. the Aortic Stenosis Progression Observation:
Measuring Effects of Rosuvastatin, dt. Progression der Aortenklappenstenose
unter Rosuvastatintherapie), einer doppelverblindeten Studie an 269 Patienten
mit asymptomatischer, leichtgradiger bis moderater AS, die keine reduzierte
Progression der AS unter Rosuvastatin zeigen konnte, nicht bestatigt werden
(10, 36). Obwohl bei der Atherosklerose und der AS Assoziationen mit
denselben klinischen Risikofaktoren bestehen, stellt das Nicht-Ansprechen der
AS auf lipidsenkende Therapien einen erheblichen klinischen Unterschied im
Gegensatz zur Atherosklerose der GefalRe dar (6, 9, 10, 21). Eine Nutzen-
Riskioabwéagung zur optimalen individuellen Therapie der AS gestaltet sich im
klinischen Alltag oftmals schwierig, da interindividuell sehr heterogene
Krankheitsverlaufe beschrieben sind, die sich prospektiv nicht abschatzen
lassen (1, 6, 16). Haufig sind in der Therapie der AS erfahrene Arzteteams vor
die Herausforderung gestellt, fir jeden Patienten die individuell bestmégliche
Therapie mit dem geringsten kardiovaskularen, interventionellen und
anasthesiologischen Risiko zum bestmdglichen Zeitpunkt zu wéhlen. Es fehlen
Bio- und Prognosemarker der AS, die helfen, jeden Patienten mit der individuell

bestmdglichen Therapie zum optimalen Zeitpunkt behandeln zu kénnen.

1.5.2 Molekularbiologische Grundlagen der hochgradigen, kalzifizierten

Aortenklappenstenose

Die zellularen und molekularen Entstehungsmechanismen der AS sind sehr
komplex und auBerst vielfaltig (37). Mechanische, metabolische und
inflammatorische Trigger fuhren durch Kalzifikation, Fibrose, osteogene und
chondrogene Differenzierung valvularer Zellen zum Remodeling der
Aortenklappe sowie zur Dysfunktion ihrer Endothel- (VECs - engl. (Pl.) valvular
endothelial cells), interstitiellen (VICs - engl. (Pl.) valvular interstitial cells) und
glatten Muskelzellen (VSMCs - engl. (PI.) valvular smooth muscle cells) (14, 15,
32, 37-43). Diese Prozesse resultieren in einer strukturell veranderten und vor
allem in ihrer Funktion deutlich beeintrachtigten Aortenklappe mit erheblichen
Konsequenzen fur den Organismus (11). Die zellularen und
molekularbiologischen Pathomechanismen der Aortenklappenstenose sind bis

heute nicht vollstandig verstanden und nach wie vor Gegenstand zahlreicher
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Forschungen. Nach heutigem Erkenntnisstand wird die AS als atherosklerose-
ahnlich, aber nicht atherosklerose-gleich bezeichnet (11, 12, 15, 19, 32).

Im Folgenden wird vor allem auf den aktuellen Wissensstand zur Bedeutung
thrombozytarer Chemokine wie Transforming Growth Factor 31 (TGF-31),
Stroma cell-derived Factor 1 (SDF-1, auch CXCL12 oder PBSF genannt), CXC
- Motiv Chemokinligand 14 (CXCL14) und Macrophage Migration Inhibitory
Factor (MIF) eingegangen, sowie ihre Interaktionspartner, Bone Morphogenetic
Protein -2,- 4, -7 (BMP-2, -4, -7), CXC - Motiv Chemokinrezeptor 4 (CXCR4),
CXC - Motiv Chemokinrezeptor 7 (CXCR7) und Gremlin-1 (Abbildung 3) (19,
44-47).

Im Blut zirkulierendes Low-Density-Lipoprotein (LDL, engl. fUr Lipoprotein mit
geringer Dichte) kann extrazellular durch spontane Oxidation zum
proinflammatorischen oxidierten LDL (oxLDL, engl. fur oxidiertes Lipoprotein mit
geringer Dichte) reagieren (40). OxLDL fuhrt nicht nur zur Freisetzung
thrombozytarer Mediatoren wie MIF, TGF-B1, SDF-1 und CXCL14, sondern
begunstigt durch Induktion von BMP-2 und alkalinen Phosphatasen (ALP) die
Einlagerung von Kalziumphosphat ins Gewebe und damit die
Biomineralisierung der Aortenklappe, wie im Mausmodell gezeigt werden
konnte (Abbildung 3) (41-43). Die durch oxLDL freigesetzten thrombozytéren
Chemokine SDF-1 und CXCL14 haben antiinflammative Eigenschaften und
gelten als antimikrobielle Botenstoffe (44-46). Fur SDF-1 wurde gezeigt, dass
es die Thrombusbildung beglnstigt und, dass eine Assoziation mit dem
Schweregrad der AS besteht (48, 49). Je schwerer die AS, desto héher die
thrombozytare Anfarbung von SDF-1 (48). Thrombozytare Chemokine
beeinflussen besonders CD14-positive Zellen, wie beispielsweise Monozyten
und Makrophagen, deren Migration ins Gewebe und Adhé&sion an VECs z.B.
durch MIF getriggert wird (44, 50). Im Mausmodell wurde dargelegt, dass durch
Hemmung von MIF die Makrophageninfiltration in die Intima reduziert wird und
verstarkte Synthese von Kollagen und glatten Muskelzellen die Plaquestabilitat

erhéhen (51, 52). Des Weiteren wurden weniger
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Die Abbildung zeigt vereinfacht pathophysiologische Zusammenhange der
monozytaren und thrombozytaren Interaktionen in der Entstehung der kalzifizierten
Aortenklappenstenose. Thromboyztare Chemokine wie MIF, SDF-1, CXCL14 und
TGF-B1 und monozytare Botenstoffe wie BMP-2, -4 und -7 fihren zu
inflammatorischen Prozessen, endothelialer Dysfunktion, Kalzifikation, Fibrosierung,
Neovasukularisierung  sowie  chondrogener, osteogener oder adipogener
Differenzierung valvularer Myofibroblasten. Viele dieser Prozesse sind Uber die
Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 sowie VEGFR2 vermittelt. Gremlin-1 wirkt vielen
dieser Prozesse entgegen.

BMP — engl. Bone Morphogenetic Protein, dt.Knochenmorphogenetisches Protein;
CXCL14 - CXC - Motiv Chemokinligand 14; CXCR4-CXC - Motiv Chemokinrezeptor 4;
CXCR7 - CXC - Motiv Chemokinrezeptor 7; MIF- engl. Macrophage Migration
Inhibitory Factor, dt. Makrophagen-Migrationsinhibierender Faktor; SDF-1 - engl.
stroma cell- derived factor, dt. Stromazellfaktor 1; TGF-R1 — engl. Transforming Growth
Factor 31, dt. transformierender Wachstumsfaktor 31, VEGFR2 — Vascular epithelial
Growth Factor Receptor 2.

Lipidbildung und Intimaverdickung, reduzierte Fibrinogen- und Interleukin 6
Produktion, sowie verringerte Expression von Transkriptionsfaktoren festgestellt
(54). Ins Herzklappengewebe migrierte Monozyten, Makrophagen genannt, und
T-Lymphozyten regen mittels Cytokinfreisetzung VICs zur vermehrten
Produktion von Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) an, woraus Kalzifikation und
lokale Inflammation resultiert (55-57). Diese Inflammation wird sowohl durch
Bestandteile des erworbenen als auch des angeborenen Immunsystems
aufrechterhalten (58, 59). Toll-Like-Rezeptoren, die eine besondere
Schlisselrolle in der angeborenen Immunantwort spielen, aber auch in
Erkrankungen mit dysregulierter Immunantwort wie der Sepsis oder des
Systemischen Inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS; engl. Systemic
Inflammatory Response Syndrome) von Bedeutung sind, kénnen oxLDL-
vermittelt die Produktion von BMP-2 in VICs induzieren (60-63). Zur weiteren
Aufrechterhaltung der Inflammation und des damit einhergehenden aktiven
Krankheitsprozesses, tragen an TNF-a gekoppelte BMP/WNT Signalwege
sowie Interleukinfreisetzung bei (64, 65).

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass BMP-2 einige MMPs reguliert,
sowie die in Osteoblasten vorkommende MMP13 induzieren kann (56, 66, 67).
Einige MMPs flhren zur Strukturveranderung der Herzklappe, vor allem durch
ventrikelseitige Anreicherung subendothelialer Matrix sowie Fragmentierung
dort physiologischerweise vorkommenden Kollagens und elastischer Fasern
(68-71). Aortal hingegen resultiert eher eine Gewebeauflockerung des
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eigentlich dichten Bindegewebes aufgrund Ausbildung plaqueéhnlicher
Strukturen mit Lipid- und Kalkablagerung in die dortige zellkernarme Fibrosa
(44, 68-71). Auch TGF-R1 vermittelte Signaltransduktionswege haben eine
verstarkte Fibrose und osteogene Differenzierung des Gewebes zur Folge, da
TGF-31 bei mechanischer Beanspruchung der VICs diese zur Umwandlung in
Myofibroblasten anregen kann, welche die Fahigkeit der osteogenen
Differenzierung besitzen (72-74). Als besonders potente osteogene
Morphogene gelten BMP-2 und BMP-4, die bereits wahrend der Embryogenese
zusammen mit MMPs eine bedeutende Rolle in der Entwicklung des
Achsenskeletts spielen (75-78). Im Knochenstoffwechsel fuhren ALPs zum
Abbau von Pyrophosphat, das die Einlagerung von Kalziumphosphat ins
Gewebe von arteriellen Gefallen und Herzklappen hemmt und somit die
Kalzifikation der Herzklappe zuséatzlich zur passiven Einlagerung von Kalzium
und Hydroxylapatit aktiv fordert (14, 79-85). Es konnte gezeigt werden, dass
BMP-2, BMP-4 und BMP-7 die Differenzierung mesenchymaler Vorlauferzellen
zu Osteoblasten induzieren konnen, welche extrazellulare Matrix und ALP
produzieren (75, 77, 78, 86-88). Folglich entsteht eine gesteigerte
Kalziumphosphateinlagerung in die extrazellulare Matrix von Aortenklappe und
atherosklerotischer  GefaRe, die sich in ihrer Pathogenese der
Biomineralisierung sehr ahneln. Weitere Bausteine dieser Mineralisierung
stellen die bereits erlauterte Bindegewebsproliferation, Neovaskularisierung
sowie chondrogene und osteogene Differenzierung der VICs und VECs dar (14,
32, 89, 90). Nochmals sei betont, dass beiden Erkrankungen, der kalzifizierten
AS und der Atherosklerose, keine rein degenerativen, sondern aktive,
inflammatorische Kalzifikationsprozesse zugrunde liegen, deren Mechanismen
des Geweberemodelings sich &hneln, aber nicht gleichen (6, 44, 91, 92). Die
BMPs zéhlen ebenso wie ihre Interaktionspartner TGF-R1 und Gremlin-1 zu
den Proteinen der Cystine Knot Superfamilie, die nicht nur im kardialen
Remodelling, sondern auch in extrakardialen, chronisch-fibrotischen
Erkrankungen von Bedeutung sind (93-98).

Gremlin-1 gilt als Antagonist der BMPs und von MIF (99, 100). In-vitro konnte
die Bindung von Gremlin-1 an die BMPs und direkte Bindung an MIF gezeigt
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werden (101). Fur die Koronarsklerose wurde bereits dargelegt, dass Gremlin-1
die Freisetzung von MIF aus intrazellularen Speichern hemmt, was eine
verringerte Monozytenmigration, eine Senkung der Schaumzellbildung und eine
erhohte Plaquestabilitat zur Folge hat (102, 103). Fur atherosklerotische
Gefal3e konnte bereits gezeigt werden, dass MIF die Adhasion und Migration
von Leukozyten an bzw. in die Gefaldwand fordert und somit eine Inflammation
im Endothel aufrechterhélt und zu einer endothelialen Dysfunktion fuhrt (45,
51).

MIF ist wie SDF-1, TGF-31 und CXCL14 ein thrombozytéres Protein, das nach
Aufnahme von oxLDL freigesetzt wird und durch Bindung an seinen Rezeptor
CXCR4 auf Monozyten und Makrophagen mit Leukozyten interagiert (15, 44-46,
104-110). SDF-1 bindet ebenfalls an CXCR4, hat aber noch einen weiteren
Rezeptor, CXCR7 (110-112). So konnten im Mausmodell CXCR7 positive
Makrophagen in atherosklerotischen Gefallwanden nachgewiesen werden,
nicht aber in gesunden GefalBen (113). Durch Hemmung thrombozytarer
Adhasion an die GefaBwand konnte eine signifikante Reduktion
atherosklerotischer Lasionen in murinen Aortenklappen herbeigefihrt werden,
was die Bedeutung von Thrombozyten in der AS unterstreicht (114). Des
Weiteren wird von einer Interaktion zwischen TGF-B1 und SDF-1 Pathways
ausgegangen (115). Interessanterweise kommen SDF-1 und CXCL14 nicht nur
eine bedeutende Rolle in der Atherosklerose zu, sondern ebenfalls in
infektiosen, systemisch-inflammatorischen Erkrankungen, z.B. Sepsis und
Endokarditis (116-118). AulRerdem konnte sowohl fir CXCR7, SDF-1 als auch
fur CXCL14 eine antimikrobielle Aktivitat nachgewiesen werden (118, 119).

In zahlreichen Forschungen konnte die bedeutende Rolle der BMPs und ihrer
Interaktionspartner im Entstehungsmechanismus der Atherosklerose zwar
bereits hervorgehoben, jedoch noch nicht vollstdndig verstanden werden.
Insbesondere die Rolle dieser Proteine im Entstehungsmechanismus der, der
Atheriosklerose &ahnelnden, aber nicht gleichenden AS wurde noch nicht
vollstandig geklart (6, 44, 47). In der vorliegenden Arbeit wird aus diesem Grund
ihre Bedeutung als Mediatoren im Krankheitsprozess der hochgradigen

kalzifizierten AS genauer untersucht.
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1.6 Zielsetzung und Forschungshypothese

Die klinische Praxis zeigt, dass die Geschwindigkeit des Krankheitsprogresses
einer AS interindividuell groRen Schwankungen unterliegt (6). In die
Therapieplanung flieBen nach aktuellem Algorithmus zwar viele Faktoren mit
ein, jedoch bestehen keine Bio- und Prognosemarker, die helfen, den Progress
einer AS abschéatzen zu konnen, um den individuell optimalen
Therapiezeitpunkt mit dem personlich  geringsten kardiovaskularen,
periinterventionellen und anasthesiologischen Risiko wahlen zu kdnnen (1). Des
Weiteren steht bis heute keine kausal wirkende Medikation zur Therapie der
haufigsten erworbenen, primaren Herzerkrankung in Industrielandern zur
Verfigung (1). Fruhdiagnostische, prognostische und neue individuelle
therapeutische Marker und Angriffspunkte dieser haufigen Herzerkrankung
wuirden die Therapie der AS erneuern, indem individualisierte Therapieregimes
aufgrund individueller Nutzen-Risiko-Abwagungen festgelegt werden konnten,
um die individuell bestmdgliche  Therapieoption zum  optimalen
Therapiezeitpunkt durchfiihren zu kénnen. Um diesem Ziel ndher zu kommen,
fehlen nicht nur tiefere pathophysiologische Erkenntnisse Gilber monozytare und
thrombozytare Botenstoffe im Krankheitsprozess der AS, sondern auch eine
genauere Untersuchung der Proteinexpressionen im Aortenklappengewebe, die
hilft, das heterogene Patientenkollektiv der AS besser charaktersisieren zu
konnen.

Daher ist Ziel dieser Dissertation, das Vorkommen von BMP-2, BMP-4 und
BMP-7 sowie ihrer Interaktionspartner MIF, Gremlin-1 und TGF-B1 primar im
Aortenklappengewebe und sekundar im Blut von Patienten mit hochgradiger,
kalzifizierter AS abhangig vom klinischen Erscheindungbild genauer zu
untersuchen. Des Weiteren sollen die monozytdren und thrombozytaren
Expression von CXCR4, CXCR7, SDF-1 und CXCL14 in diesen Patienten
charakterisiert werden.

Die Primarhypothese ist, dass sich die Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner im Herzklappengewebe signifikant zwischen rasch und

langsam progredienten, hochgradigen AS unterscheiden.
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Eine weitere Hypothese ist, dass sich die Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner im Herzklappengewebe dieser Gruppierungen regional
signifikant unterscheiden. Ebenfalls wird von einem unterschiedlichen
Expressionsmuster der BMPs und ihrer Interaktionsparter auf Thrombozyten
und Monozyten von Patienten mit rpAS und IpAS ausgegangen.

DarUber hinaus wird ein dynamischer Prozess der Proteinexpression im Blut
vermutet, weshalb eine weitere Hypothese ist, dass die Expressionen der BMPs
und ihrere Interaktionspartner auf CD14- und CD42b-positiven Zellen vor und
nach Aortenklappenersatz signifikante Unterschiede zeigen.

Angelehnt an die Primarhypothese wird auch die Hyopthese untersucht, dass
sich die Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im
Herzklappengewebe von Patienten mit high-gradient und low-gradient AS
signifikant unterscheiden.

Dartber hinaus sollen die pathophysiologischen Prasentationen mit den
klinischen Erscheinungsbildern zueinander in Bezug gesetzt werden, um

mogliche Zusammenhange aufzuzeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Chemikalien

Die im Rahmen der Dissertation verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 2

aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Antikérper

Antigen Wirt Hersteller
Art
Immunhistochemie Antik6rper
CD3 Kaninchen IgG Abcam
monoklonal Ab16669
CD86 Maus IgG Santa Cruz:
monoklonal Sc-20060
BMP-2 Kaninchen IgG Bioss
polyklonal bs-1012R
BMP-4 Kaninchen IgG GeneTex
polyklonal GTX100874
BMP-7 Kaninchen IgG Bioss
polyklonal Bs-2242R
MIF Maus Abcam
monoklonal Ab55445
Gremlin-1 Ziege IgG Santa Cruz
polyklonal Sc-18274
TGF-B31 Ziege Santa Cruz
polyklonal Sc-146-G
Isostypenkontrolle Kaninchen Dako X0936
polyklonal
Isotypenkontrolle Kaninchen IgG Abcam
polyclonal Ab6759
Isotypenkontrolle Maus IgG Santa Cruz
polyklonal Sc-2025

35



Isotypenkontrolle Ziege 1gG GeneTex
polyklonal GTX35039
FACS-Antikorper
CD42b PE Maus IgG1k BD
monoklonal 555473
CD42b FITC Maus IgG1 BeckmanCoulter
monoklonal IM0648U
CD14 PE Maus IgG1 R&D
monoklonal FAB3832P
CD14 APC Maus IgG1 R&D
monoklonal FAB3832A-100
BMP-2 FITC Kaninchen IgG Bioss
polyklonal Bs-1012R-FITC
BMP-4 Alexa Fluor 488 Kaninchen IgG Abcam
monoklonal Ab200794
BMP-7 FITC Maus IgG1k Milli-Mark
monoklonal FCMAB135F
MIF- FITC Kaninchen IgG Biorbyt
polyklonal Orb15983
Gremlin-1 FITC Ziege IgG1 SantaCruz
polyklonal Sc-18274FITC
CXCR4 PE Maus 1gG2B R&D
monoklonal MAB172
CXCR7 PE Maus IgG2A R&D
monoklonal FAB42271P-100
CXCL14 FITC Kaninchen IgG Biorbyt
polyklonal Orb15457
SDF-1 FITC Maus IgG1 R&D
monoklonal IC350F
TGF-R1 PE Maus IgG1 R&D
monoklonal IC240P
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Isotypenkontrolle Maus IgG1 APC R&D
monoclonal ICO02A
Isotypenkontrolle Maus IgG1 FITC R&D
monoklonal ICO02F
Isotypenkontrolle Maus IgG1 PE R&D
monoklonal IC002P
Isotypenkontrolle Maus IgG1k FITC BD
monoklonal 555748
Isotypenkontrolle Maus IgG1lk PE BD
monoklonal 555749
Isotypenkontrolle Maus IgG2A PE R&D
monoklonal ICO03P
Isotypenkontrolle Maus IgG2B PE R&D
monoklonal IC0041P

APC - Allophycocyanin, FITC - Fluorescein-5-isothiocyanat, 1gG - Immunglobulin G,
IgM — Immunglobulin M, PE - Phycoerythrin.

Tabelle 3 zeigt die im Rahmen der Forschungsarbeit verwendeten Materialien,

Chemikalien sowie Gerate und deren Hersteller.

Tabelle 3: Gerate, Materialien und Chemikalien

Gerat

Hersteller

Deckglaschen fur Immunhistochemie

Langenbrinck, Deutschland

FACS-Gerat

BD FACSCalibur Flow Cytometer

Farbebehéalter aus Glas

Rogo Sampaic, Frankreich

Farbekorbchen

Rogo Sampaic, Frankreich

Farbetroge aus Glas

Rogo Sampaic, Frankreich

Farbetroge Tissue-Tek 4456

Sakura Finetek, Deutschland

Farbekammer fur Objekttrager

StainTray ™ E71397-B

Science Services, Deutschland

Homogenisator

IKA Werke, Deutschland

Impedanzaggregometer

Rocher, Multiplate
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Mikroskop

Nikon, Japan

Multipipette

Eppendorf, Deutschland

Objekttrager SuperFrostPlus,

Langenbrinck, Deutschland

Objekttragerhalter Tissue-Tek 4465

Sakura Finetek, Deutschland

Objekttragermappe

Fisher Scientific, Deutschland

Paraffin-Einbettungsbank

Medax Nagel, Deutschland

Paraffin-Streckbad TYP

Medax GmbH, Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Deutschland

pH-Meter

Wissenschaftlich-Technische

Wertstatten, Deutschland

Vibrationsmischer

Fisher Scientific, Deutschland

Waage TR-4102

Denver Instrument, USA

Wasseraufbereitungssystem

Zentrifuge 1

Thermo Multifuge 1S

Zentrifuge 2

Eppendorf, Deutschland

Chemikalie

Hersteller

Blocking Solution

Zytomed Systems, Deutschland

Citratpuffer Sigma-Adrich, USA
Eosin G Carl Roth, Deutschland
Formaldehyd OttoFischer, Deutschland
Hamalaun Carl Roth, Deutschland

Liguid DAB+ Substrate Chromogen
System

Dako, Deutschland

LysingSolution FACS

BD, USA

Paraffin

Tyson Group, USA

PBS

Life Technologies, Deutschland

Roti-Histokitt

Carl Roth, Deutschland

Roti-Histol

Carl Roth, Deutschland

Streptavidin/HPRV

Sigma-Adrich, USA

Wasserstoffperoxid

Merck, Deutschland
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2.2 Hard- und Software

Zum Fotografieren der Gewebeproben am Mikroskop wurde die Nikon NIS-
Elements Imaging Software in den Versionen 2.0 und 3.2 verwendet. Zur
immunhistochemischen Auswertung wurde die Software ImageJ Version 1.50
benutzt. Die statistischen Auswertungen inklusive der Power-Analysen wurden
mittels der Software IBM Corp. Released 2021. IBM SPSS Statistics fur
Windows, Versionen 24, 25 und 28.0. Armonk, NY: IBM Corp durchgefuhrt. Die
Abbildungen 2 bis 4 wurden mit technischer Unterstitzung von Herrn Jan
Seichter mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop CC 2017 erstellt. Weitere
Grafiken wurden mit der Software GraphPad Prism 9 generiert. Zur Berechnung
der Risikoscores Framingham Risk Score?, EuroScore I°, EuroScore 1I* und

STS-Score® wurden im Internet zur Verfiigung gestellte Kalkulatoren benutzt.

2.3 Studienbeschreibung

Die Studie wurde von der Ethikkommission zugelassen und tragt die Nummer
253/2009B0O2. Die Richtlinien der Deklaration von Helsinki von 1946 wurden
beachtet. Das dieser Forschungsarbeit zugrundeliegende Patientenkollektiv
setzt sich aus 34 Patienten des Universitatsklinikums Tubingen im Zeitraum von
Méarz 2015 bis Juni 2017 zusammen. Es wurden ausschlie3lich Patienten in die
Studien eingeschlossen, bei denen Symptombeginn, Erstsymptom und
Erstdiagnose der Aortenklappenstenose eindeutig ersichtlich waren, weshalb
von den im Untersuchungszeitraum am Klinikum Tubingen insgesamt 201
operierten Patienten mit hochgradiger AS nur 34 eingeschlossen werden
konnten. Eine weitere Selektion der Patienten erfolgte nicht.
Ausschlusskriterium war die Ablehnung der Studienteilnahme durch den

Patienten sowie eine nicht hochgradige AS. Die Indikation zum

verwendete Homapages:

2: https://www.framinghamheartstudy.org/risk-functions/cardiovascular-disease/10-
year-risk.php; Stand: 2016 - November 2017

3: http://euroscore.org/calcold.html; Stand: 2016- November 2017

4: http://euroscore.org/calc.html; Stand:2016- November 2017

5: http://riskcalc.sts.org/stswebriskcalc/#/calculate; Stand: 2016- November 2017
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Herzklappenersatz wurde bei allen Patienten durch die interdisziplindre
Herzkonferenz der Universitat TUbingen, die aus Facharzten fir Kardioloie,
Herzchirurgie und Radiologie besteht, gestellt. FUr weitere Informationen bzgl.
der Entscheidungsfindung sei hier auf Kapitel ,1.4 Therpie der hochgradigen,
kalzifizierten AS®, verweisen (23).

Es erfolgten (immun-)histologische Farbungen des Aortenklappengewebes bei
n = 25 Patienten mit Hamalaun und Eosin sowie CD3, CD68, BMP-2, -4, -7,
MIF, Gremlin-1 und TGF-B1. Bei der Auswertung wurde die Anzahl der
positiven Zellen eines untersuchten Markers im gesamten Herzklappengewebe
als auch regional ausgewertet. So wurde die Anzahl der positiven Zellen eines
untersuchten Proteins auf der aortalen Seite seiner Anzahl auf der ventrikularen
Seite der Herzklappe gegenubergestellt.

Blutabnahmen erfolgten bei einer kleineren Kohorte von n = 10 Patienten vor
und ein bis drei Tage nach chirurgischem Herzklappenersatz. Aus dem
aufbereiteten Vollblut wurden FACS-Analysen CD14 bzw. CD42b positiver
permeabilisierter und nicht permeabilisierter Zellen durchgefthrt, um die
Expressionen von BMP-2, -4, -7, MIF, Gremlin-1, TGF-31, SDF-1, CXCR4,
CXCR7 und CXCL14 auf und in den jeweiligen Zellen zu charakterisieren.

Um zu untersuchen, ob die pathophysiologische Prasentation der BMPs und
ihrer Interaktionspartner in der Herzklappe und im Blut mit der klinischen
Prasentation der AS zusammenhangt, erfolgte eine Kohortierung der Patienten
anhand von zwei klinischen Parametern: der zeitlichen Progredienz und des
mittleren Druckgradienten Uber der Aortenklappe. Aufgrund der geringen
Patientenanzahl wurden die pathophysiologischen Expressionen der BMPs und
ihrer Interaktionspartner in den beiden Kohorten getrennt analysiert und nicht
weiter in die Kohorten rpAS/high-gradient AS, rpAS/low-gradient AS, IpAS/high-
gradient AS und IpAS/low-gradient AS aufgeteilt.

Als Mal} fur die Progredienz der Aortenklappenstenose wurde die Zeitspanne
zwischen Erstsymptom und Operationszeitpunkt verwendet, die anhand des
Medians separiert wurden. Alle Patienten kleiner des Medians wurden als rasch
progrediente AS (rpAS), alle Patienten grol3er des Medians als langsam

progrediente AS (IpAS) definiert. Die Einteilung anhand des mittleren
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Druckgradienten erfolgte gemafd der AHA/ACC Leitlinen von 2014, 2017 und
2021 in high-gradient AS mit einem mittleren Druckgradient von = 40 mmHg
und low gradient AS mit einem mittleren Druckgradienten von < 40 mmHg Uber
der AS (1, 5, 23). Die echokardiographische Bestimmung des mittleren
Druckgradienten erfolgte durch in der Echokardiographie erfahrene Untersucher
der Abteilung fur Kardiologie des Universitatsklinikums Tubingen.

Im Rahmen der abschlieenden Auswertung erfolgte eine Gegenuberstellung
dieser Kohorten und Korrelationen mit klinischen Parametern. Ein FollowUp 30
Tage und ein Jahr nach Operation wurde fiur alle Patienten durchgefiihrt, um
schwere kardiale Komplikationen (MACE - engl. Major Adverse Cardiac
Even(s)) wie Tod, Reoperation, Restenose, Rehospitalisierung, Myokardinfarkt

und Schlaganfall zu erfassen.

2.3.1 Patientendatenerhebung

Nach Einwilligung zur Studienteilnahme wurden bei allen Patienten im
Zusammenhang mit der Erkrankung stehende Daten erhoben. Es erfolgte ein
vertraulicher Umgang mit allen Patientendaten gemall der arztlichen
Schweigepflicht und den Auflagen des Datenschutzgesetzes. Patientendaten
und -gewebe wurden pseudonymisiert. Es erfolgte eine ausfiihrliche Recherche
patientenbezogener Parameter wie Alter, Geschlecht, echokardiographische
Herzfunktion, Medikation, Vorerkrankungen, kardiovaskulére Risikofaktoren,
Laborwerte, Erst- und Folgesymptom(e), Symptombeginn, Erstdiagnose,
Zeitpunkt der Operationsindikation, Operationszeitpunkt und Liegedauer. Eine
wichtige Rolle zur Abschatzung der Operabilitdt und deren Dringlichkeit spielen
nicht nur klinische Scores wie die EuroScores | und Il, der FraminghamScore
oder der STS-Score, die von allen Patienten erfasst wurden, sondern auch die
klinische Erscheinungsform des Patienten, Komorbiditaten sowie Labor- und
Echokardiographiebefunde, die ebenfalls von allen Patienten erhoben wurden
(31, 120-122). Von allen Patienten wurde das Alter zum Operationszeitpunkt
und bei Erstdiagnose, das biologische Geschlecht wie der Operationszeitpunkt
erhoben. Die Echokardiographische Funktion wurde in Form der
linksventrikularen Ejektionsfraktion, des mittleren Druckgradien uber der
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Aortenklappe, des maximalen Druckgradien Uber der Aortenklappe sowie der
Klappenoffnungsflache der Aortenklappe genauer charakterisiert. Das
Vorhandensein eines Diabetes mellitus, Nikotinabusus, einer arteriellen
Hypertonie,  Dyslipoproteindmie, eines Vorhoffimmerns oder einer
Niereninsuffizienz wurde ebenfalls dokumentiert. Weitere Vorerkankungen, die
erfasst wurden, waren das Vorhandensein eines Aortenaneurysmas oder einer
pulmonalen Hypertonie, ein stattgehabter Myokardinfarkt, eine begleitende
koronare Herzerkrankung (KHK; 1-,2-,3-Gefal3erkrankung) bzw. weitere
arteriosklerotische Erkrankungen wie periphere Arterielle Verschlusskrankheit
(pPAVK), Carotisplaques/-stenose, Schlaganfall oder Transischamische Attacke
(TIA) in der Vergangenheit. Des Weiteren wurde der Body-Mass-Index (BMI)
sowie Blutdruck und Herzfrequenz wahrend der stationdren Aufnahme erfasst.
Es wurden das Datum der Erstdiagnose der hochgradigen
Aortenklappenstenose, der Zeitpunkt der Operationsindikation und der
Zeitpunkt des Erstsymptoms dokumentiert. Aus diesen Werten wurde die
Zeitspanne zwischen Erstsymptom und Operation und die Zeitspanne zwischen
Erstdiagnose und Operation berechnet. Die aufgetretenen Symtome
Ruhedyspnoe, Belastungsdyspnoe, Synkope, Leistungsknick, Schwindel und
Angina pectoris wurden erfragt. Die Anamnese wurde immer von derselben
Person druchgefiihrt. Sofern bekannt, wurde ebenfalls das Datum der
Erstdiagnose der mittelgradigen oder leichtgradigen Aortenklappenstenose
dokumentiert. Laborchemisch wurden Cholesterin, Creatinkinase (CK), C-
reaktives Protein (CRP), Glomerulére Filtrationsrate (GFR), Harnstoff, HbAlc,
High-Density-Lipoprotein (HDL), Kreatinin, Low-Density-Lipoprotein (LDL),
Leukozytenzahl, NT-pro-BNP, Thrombozytenzahl, Triglyceride und Troponin
erfasst, sofern diese bestimt wurden. Die Medikation bei Aufnahme und
Entlassung wurde Uberprift. Dokumentiert wurden Statine, Acetylsalicylsdure,
Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor, Thrombin (lla)-Hemmer, Phenprocoumon,
Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer (ACE-Hemmer), Sartane,
Calciumkanalblocker, Betablocker, Diuretika und Aldosteronantagonisten. Im
Rahmen eines FollowUps nach 30 Tagen und einem Jahr wurden

schwerwiegende kardiale Komplikationen wie Tod, Reoperation, Restenose,
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Rehospitalisierung, Myokardinfarkt und Schlaganfall (MACE - engl. Major

Adverse Cardiac Even(s)) erhoben.

2.3.2 Immun- und Histochemische Farbungen

Alle chirurgisch explantierten Herzklappen wurden pseudonymisiert asserviert
und zur morphologischen Darstellung markanter Zellstrukturen wie des
Zellkerns und des Zytoplasmas histologisch mittels Hamalaun-Eosin gefarbt. Im
Anschluss an diese Ubersichtsfarbungen erfolgten immunhistochemische
Farbungen der fibrotischen bzw. inflammatorischen Marker BMP-2, BMP-4,
BMP-7, MIF, Gremlin-1, CD3, CD68 und TGF-31 auf valvularen Zellen und ein
Vergleich deren Expression im aortal- und ventrikularseitigen, stenosierten
Aortenklappengewebe. Ein Vergleich der Expression der einzelnen Marker im
Gewebe wurde fur IpAS und rpAS sowie fur high-gradient AS und low-gradient

AS durchgefiuhrt. Es wurden keine Hintergrundfarbungen untersucht.

2.3.2.1 Gewebeaufbereitung und Einbettung in Paraffin

Alle im Rahmen der Herzoperation explantierten Aortenklappen wurden
unmittelbar nach Exzision aus dem Operationssaal abgeholt und in 4%iger
Formaldehydldsung bei 8 °C fixiert, um die urspringliche Gewebestruktur und -
architektur zu erhalten. Nach einer mindestens 24-stiindigen Inkubation in
Formaldehydlésung konnte eine Einbettung des Gewebes in Paraffin
vorgenommen werden (siehe Tabelle 4). Hierzu musste zuéchst eine
Auswaschung des Fixiermediums Formaldehyd erfolgen, weshalb die
Aortenklappen  zundchst in  hierfir vorgesehenen, individualisierten
Einbettkorbchen fir eine Stunde in Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS)
inkubierten. Eine Entkalkung des Gewebes wurde nicht durchgefuhrt. Aufgrund
der hydrophoben Eigenschaften des Paraffins wurde im Anschluss mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe eine Entwéasserung des Gewebes vorgenommen.
Dazu wurden die in PBS getrankten Einbettkérbchen fir jeweils eine Stunde
zunachst in 70%ige, dann 80%ige und schlie3lich 90%ige Ethanolldsung (mit
destilliertem Wasser) gegeben. Eine abschlieRende Inkubation zur weiteren
Entwésserung des Gewebes erfolgte in reinem Ethanol fur zwei Stunden. Im

Anschluss wurde das Gewebe in den Einbettkdrbchen mit 60 °C warmem,
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flissigem Paraffin flr zwei Stunden durchtrankt. Daraufhin wurde das Gewebe
aus den Einbettkérbchen entnommen und mit heiBem, flissigem Paraffin in
Metallschalen zu Gewebe-Paraffinpflocken gegossen.

Tabelle 4: Protokoll zur Einbettung von Gewebeproben in Paraffin fir (immun-)
histochemische Farbungen

Chemikalie Inkubationszeit (in Stunden)

Formaldehydlésung 4 % 24

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)

Ethanol 70 % in destilliertem Wasser

Ethanol 80 % in destilliertem Wasser

Ethanol 90 % in destilliertem Wasser
Ethanol 100 %

N N R R R e

flissiges Paraffin, 60 °C

Einbettung in Paraffin und Abkuhlung

Solange die Aortenklappen in ihren individualisierten Einbettkérbchen in klarem,
durchsichtigem und flissigem Paraffin verweilten, war die anatomische
Zuordbarkeit der aortalen und ventrikularen Herzklappenseite visuell problemlos
moglich. Da erkaltetes, weil3es Paraffin nicht mehr durchsichtig ist, kann die
anatomische Unterscheidung der aortalen und ventrikularen Herzklappenseite
in erkaltetem Paraffin nicht mehr rein visuell erfolgen. Aus diesem Grund
wurden beim Gieen der Gewebe-Paraffinpflocke auf der jeweiligen
Einbettkassette die aortale und ventrikulare Seite der Herzklappe vermerkt. Die
pseudonymisierte Identitat der Gewebe wurde ebenfalls durch die Beschriftung
der Einbettkassetten, die im Anschluss nicht mehr vom individuellen
Paraffinpflock zu trennen sind, sichergestellt. Die Einbettung in Paraffin fihrt zu
einer ausreichenden Stabilitdt des Gewebes, sodass diese Paraffin-Gewebe-
Pflocke nach Abkuhlung aus ihren metallischen Einbettkdrbchen geldst und am
Mikrotom zu 4 um dinnen Schnitten weiterverarbeitet werden konnten. Die
Einbettkassette verbeibt nach dem Erkalten am Paraffinpflock und kann im

Nachhinein weder abgeldst noch rotiert oder verschoben werden. Folglich
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konnte von jedem Gewebe die ldentitat als auch die anatomische Ausrichtung

klar nachvollzogen werden.

2.3.2.2 Anfertigungen von Paraffinschnitten am Mikrotom

Beim Giellen und Erkalten des Gewebepflocks wurde auf eine spezielle
Ausrichtung der Aortenklappe geachtet, sodass die Schnittrichtung am
Mikrotom entlang der aorto-ventrikularen Ebene erfolgen kann, um die
Anfarbung aortaler und ventrikularer Strukturen bei jedem einzelnen
Gewebeschnitt miteinander vergleichen zu koénnen (siehe Abbildung 4).
Wahrend des gesamten Einbettungs-, Schneide- und Farbevorgangs wurde auf
die eindeutige Zuordbarkeit von aortaler und ventrikularer Seite der
Herzklappen geachtet, wie bereits von Otto et al. 1994 beschrieben (63). Hierfur
wurde jeder Gewebeschnitt einzeln mittels eines Pinsels vom Mikrotom
genommen und fur drei Sekunden in 21 °C kiuhles Wasser gelegt um ihn von
Schneideabfallprodukten wie beispielsweise Paraffinspdnen zu saubern.
Danach wurde er fur vier Sekunden in 50 °C warmem Wasser gestreckt und
anschlieBend auf einem, wie in Kapitel ,2.1 Gerate & Chemikalien®
beschrieben, Objekttrager aufgeladen. Nach dem Aufladen auf den
Objekttrager  erfolgte  unmittelbar dessen  Beschriftung mit  der
pseudonymisierten Identitdtt des Gewebes und dessen anatomischer
Ausrichtung. Dieses Vorgehen wurde fir jeden Schnitt einzeln wiederholt, da
nur so sichergestellt werden konnte, dass die aortalen und ventrikul&ren
anatomischen Zuordnungen sichergestellt waren. Es wurden auf jeden
Objekttrager drei Gewebeschnitte derselben Aortenklappe in identischer
Ausrichtung positioniert, um fir jede einzelne Farbung jeder individuellen
Herzklappe neben einer immunhistochemischen Farbung eine IgG-
Kontrollfarbung und eine PBS-Kontrollfarbung durchfiihren zu kénnen. Wenn
die anatomische Ausrichtung einer Herzklappe nicht mehr sicher
nachzuvollziehen war, wurden diese Schnitte auf gesonderte Objekttrager
aufgebracht und fur mogliche zukinftige Forschungsvorhaben gesondert
aufbewahrt. Im Anschluss an die Gewebeschnitte erfolgte eine mindestens 72-

stiindige Trocknungszeit der Objekttrager bei 21 °C.
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hochgradig stenosierte
und kalzifizierte Aortenklappe

_~ Nodulus Arantius

e —

— linker Ventrikel

Abbildung 4: Schneideebene des in Paraffin eingebetteten Gewebes zur
Sicherung der anatomischen Zuordnung (modifiziert nach Otto CM et al.) (68). Es
ist schematisch ein Querschnitt des linksventrikularen Ausflusstraktes mit kalzifizierter
Aortenklappe und angrenzender Aorta, entsprechend der Schnittebene des Mikrotoms,
dargestellt.

2.3.2.3 Entparaffinierung

Vor jeder (immun-) histochemischen F&rbung erfolgte nach der
vorgeschriebenen Trocknungszeit der Paraffinschnitte eine Entparaffinierung,
um das Gewebe fir anschlieBende Farbungen wieder in ein wassriges Millieu

zu Uberfuhren (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Entparaffinierung von Paraffinschnitten

Chemikalie Inkubationszeit (in Minuten)
Xylolersatz (RotiHistol) 2 X 10 min
Ethanol 100 % 2 x5 min

Ethanol 96 % in destilliertem Wasser 5

Ethanol 80 % in destilliertem Wasser 5

Ethanol 70 % in destilliertem Wasser 5

Hierzu wurden die mit Gewebe beladenen Objekttrager zunéchst in
Xylolersatzmittel (RotiHistol, sie Kapitel ,2.1 Geradte und Chemikalien®) fur

zweimal zehn Minuten und anschlieRend zweimal funf Minuten in reines
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Ethanol gegeben. Danach erfolgten jeweils funfminldtige Inkubationen in
Ethanolldsungen absteigender Konzentrationen begonnen mit 96%iger, dann
80%iger und schliel3lich 70%iger Ethanolldsung mit destilliertem Wasser. Es
wurden teilweise bewusst Inkubationsschritte desselben Mediums auf zwei
separate Ansatze dieses Mediums aufgeteilt, um die Effektivitat des
Inkubationsschrittes zu optimieren und mdgliche Verdinnungen oder
Verunreinigunen von vorherigen Lésungen zu vermeiden. Im Anschluss an die
Entparaffinierung konnte mit der jeweiligen (immun-) histochemischen Farbung

begonnen werden.

2.3.2.4 Hamalaun-Eosin-Farbung

Fur jede Herzklappe wurde, wie in Tabelle 6 angegeben, eine Hamalaun-Eosin-
Ubersichtsfarbung angefertigt. Dabei kommt es durch zwischenmolekulare
Wechselwirkungen des sauren Farbstoffes Eosin mit acidophilen Strukturen wie
beispielsweise Proteinen des Zytoplasmas zur roten Anfarbung des
Zytoplasmas. Die blaue Anfarbung basophiler Strukturen wie beispielsweise
des Zellkerns bzw. der Desribonukleinséure, wird durch oxidiertes, basisches
bzw. acidophiles Hamatoxylin, Hamatein genannt, hervorgerufen. Im Rahmen
dieser Studie wurde Hamalaun, ein Abkdmmling des Hamatoxylins, verwendet.
Zunachst badeten die wie in Tabelle 5 beschriebenen, entparaffinierten
Objekttrager funf Minuten in destilliertem Wasser, bevor im Rahmen einer
funfmindtigen Inkubation mit dem in Kapitel 2.1 beschriebenen Hamalaun von
Mayer, in einer Verdinnung von 1:5 mit destilliertem Wasser, eine Anfarbung
basophiler Strukuren erfolgte. Nach funfsekiindiger Spulung in destilliertem
Wasser erfolgte durch pH-Wert-Anderung fir 15 Minuten eine Blauung in
Leitungswasser. Im darauffolgenden Schritt konnten nach erneuter
funfsekindiger Spllung in destilliertem Wasser acidophile Strukturen, durch
dreimindtige Inkubation in 1%iger Eosin G-Lésung, angefarbt werden.
Uberschiissige Farbe wurde durch nochmalige fiinfsekiindige Spilung in
destilliertem Wasser entfernt.

a7



Tabelle 6: Hamalaun-Eosin-Féarbung in Anlehnung an Romeis- Mikroskopische
Technik 2015 (123)

Chemikalie Inkubationszeit
Destilliertes Wasser 5 Minuten
Farbung mit Hamalaunlésung nach Mayer 5 Minuten
1:5 in destilliertem Wasser

Spulung in destilliertem Wasser 5 Sekunden
Blauung in flieRendem Leitungswasser 15 Minuten
Spulung in destilliertem Wasser 5 Sekunden
Inkubation in Eosin G-Ldsung 1% 3 Minuten
Spulung in destilliertem Wasser 5 Sekunden
Ethanol 70 % in destilliertem Wasser 10 Sekunden
Ethanol 80 % in destilliertem Wasser 10 Sekunden
Ethanol 96 % in destilliertem Wasser 10 Sekunden
Ethanol 100 % 2 X 5 Minuten
Xylolersatz (RotiHistol) 1 Minute
Xylolersatz (RotiHistol) 3 Minuten
Eindeckeln mit Einschlussmedium (Roti-Histokitt)

Trocknung unter Abzugshaube mindestens 5 Tage

Aufgrund einer daraufhin durchgefuihrten Entwéasserung des Gewebes mittels
einer aufsteigenden Alkoholreihe und Inkubation in dem Xylolersatzintermedium
RotiHistol konnte das gefarbte Gewebe nach Zugabe des Einschlussmediums
Roti-Histokitt eingedeckelt und haltbar gemacht werden. Im Rahmen der
aufsteigenden Alkoholreihe erfolgten jeweils zehnsekindige Inkubaitonen in
70%iger, 80%iger sowie 96%iger Ethanollosung mit destilliertem Wasser und
schlie3lich zweimal funfminutige Inkubationen in reinem Ethanol. Nach einer
einmindtigen Inkubation in RotiHistol erfolgte nochmals eine dreiminttige
Inkubation in separat angesetztem RotiHistol. Im drauffolgenden Schritt konnten
nach Zugabe des Einschlussmediums Roti-Histokitt unter dem Abzug
Deckglaser auf das gefarbte Gewebe aufgebracht werden. Eine Trocknung vor
weiteren Analysen erfolgt fir mindestens funf Tage unter der Abzugshaube.
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2.3.2.5 Immunhistochemische Farbungen

Es wurden ausschlieRlich indirekte Immunhistochemische Farbungen nach der
,Labelled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode® (LSAB) durchgeflhrt. Das Prinzip
einer indirekten immunhistochemischen Farbung beruht darauf, dass die zu
untersuchenden Zielstrukturen durch Bindung an spezifische Epitope
unkonjugierter Primarantikbrper markiert und mittels Chromogen gelabelter
Sekundarantikérper, die sich an die Priméarantikbrper anlagern, farblich
dargestellt werden. Im Rahmen der LSAB wird dem Primarantikérper kein direkt
mittels Chromogen gelabelter, sondern ein biotinylierter Sekundarantikdrper
hinzugefigt, an den sich Streptavidin durch seine hohe Affinitat zu Biotin
anlagert. Die Farbung wird durch Verwendung chromogener Substrate, die an
Streptavidin binden, hervorgerufen. Streptavidin selbst dient im Rahmen dieser
Farbemethode als Signalamplifikator um auch geringe Anfarbungen der zu
untersuchenden Zielstruktur mikroskopisch sichtbar zu machen. Die
immunhistochemischen Farbungen wurden in Anlehnung an Romeis -
Mikroskopische Technik 2015 sowie die Anweisungen in den zugehdrigen
Datenkontrollblattern der jeweiligen Antikdrper durchgefihrt (siehe Tabelle 7)
(138).

Tabelle 7: Immunhistochemische Farbung in Anlehnung an Romeis-

Mikroskopische Technik 2015 sowie die Anweisungen der zugehdrigen
Datenkontrollblatter (123)

Chemikalie Inkubationszeit
Citratpuffer mit pH = 6,0 in die Mikrowelle 15 Minuten
Abkihlung

Waschen mit PBS 3 x 5 Minuten
Inkubation in  30%-iger  Wasserstoff- 10 Minuten

peroxidldsung mit destilliertem Wasser

Waschen mit PBS 3 x 5 Minuten
Umkreisung der Gewebe mit Fettstift

Dako Protein Block Serum Free 30 Minuten
Abwaschen mit PBS 5 Sekunden
Antikorperinkubation bei 4 °C 14 Stunden
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Waschen in PBS + 0,05 % Tween

3 x 2 Minuten

Inkubation des biotinylierten 30 Minuten
Sekundarantikdrpers

Waschen in PBS + 0,05 % Tween 3 x 2 Minuten
Inkubation Streptavidin-HRP 1:300 in PBS 30 Minuten
Waschen in PBS + 0,05 % Tween 3 X 2 Minuten
Inkubation Dako DAB +  Substrate 10 Minuten
Chromogen System

Waschen in Leitungswasser 5 Sekunden
Farbung mit Hamalaunlésung nach Mayer 3 Minuten
1:5 in destilliertem Wasser

Blauung in flieBendem Leitungswasser 15 Minuten
Spulung in destilliertem Wasser 5 Sekunden

Ethanol 70 % in destilliertem Wasser

10 Sekunden

Ethanol 80 % in destilliertem Wasser

10 Sekunden

Ethanol 96 % in destilliertem Wasser

10 Sekunden

Ethanol 100 % 2 X 5 Minuten
Xylolersatz (RotiHistol) 1 Minute
Xylolersatz (RotiHistol) 3 Minuten

Eindeckeln mit Einschlussmedium
(Roti Histokitt)

Trocknung unter Abzugshaube

mindestens 5 Tage

Nach der wie in Tabelle 5 beschrieben Entparaffinierung erfolgte zur

Antigendemaskierung eine 15-minutige Inkubation in Citratpuffer mit pH = 6,0 in
der Mikrowelle. Nach anschlielBender Abkihlung wurden die Objekttrager in
PBS dreimal funf Minuten gewaschen. Es wurde bei jedem Schritt frisches PBS
verwendet. Zur Hemmung der endogenen Peroxidase wurde fir zehn Minuten
30%ige Wasserstoffperoxidlésung hinzugegeben. Damit das
Wasserstoffperoxid nicht durch Lichteinwirkung zerfallt, wurde die
Objekttragerkammer fur diesen Inkubationsschritt abgedunkelt. Nach erneutem

dreimal funfminitigem Waschen in PBS konnten die Gewebe auf den
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Objekttragern mit Fettstift umkreist werden, damit die spater hinzugegebenen
Antikérper sich  nicht untereinander vermischen. Um unspezifische
Hintergrundfarbungen zu vermeiden, wurde zur Blockierung von
Proteinbindungsstellen fir 30 Minuten Dako Protein Block Serum Free
hinzugegeben. Nach fliinfsekiindigem Abwaschen in PBS erfolgte nun in der
ausgetesteten Verdinnung unter Berlicksichtigung der Herstellerangaben bei 4
°C fur 14 Stunden im Dunkeln eine Antikdrperinkubation. Vor jeder Farbung
wurden die optimalen Antikorperkonzentrationen durch  Anfertigung
verschiedener Testreinen ermittelt. Es wurde fir jeden Marker jene
Antikdrperkonzentrationen mit der besten Aufloésung im mikroskopischen Bild
bei gleichzeitig keiner Anfarbung in den Negativkontrollen gewéhlt. Die nach
Austestung durch die Doktorandin verwendeten Antikorper sind in Tabelle 2
ersichtlich. Bei jeder einzelnen Antikorperfarbung wurden entsprechende
Immunglobulin- und PBS-Negativkontrollen mitgefarbt, um die Aussagekraft
und Qualitat der Farbung zu gewahrleisten. Positivkontrollen, um die Funktion
der Antikdrper zu beurteilen, erfolgten durch Farbung von humanen
Koronarthromben und Mitralklappen, die ebenfalls von der Doktorandin
druchgefuhrt und fur die Farbungen vorbereitet wurden. Nach der Inkubation fir
14 Stunden im Dunkeln wurden die Antikorper dreimal zwei Minuten in PBS mit
0,05 % Tween gesaubert, bevor ein biotinylierter Sekundarantikdrper fir 30
Minuten hinzugegeben wurde, der im Anschluss ebenfalls dreimal zwei Minuten
mit PBS und 0,05 % Tween abgewaschen wurde. Um das Féarbesignal zu
verstarken, erfolgte eine Signalamplifikation mittels Streptavidin-HRP, das
1:300 in PBS verdunnt und nach 30-minutiger Einwirkzeit mit PBS und 0,05 %
Tween dreimal zwei Minuten abgewaschen wurde. Das eigentliche chromogene
Substrat, Dako DAB + Substrate Chromogen System, wurde nach einer
Inkubationszeit von zehn Minuten fur funf Sekunden mit Leitungswasser
abgewaschen. Zur zusatzlichen Darstellung zellkernhaltiger Zellen, wurden die
Objekttrager drei Minuten in Hamalaunlésung nach Mayer gebadet, das im
Verhaltnis 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnt war. Durch Uberfiihrung der
Objekttrager in eine Schale mit flieRendem Leitungswasser erfolgte die Blauung

der Zellkerne durch pH-Wert-Anderung des Umgebungsmediums. Nach
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funfsekindigem Reinigen in destilliertem Wasser musste zunachst eine
Entwasserung stattfinden, um das Eindeckmedium hinzugeben zu kénnen. Far
jeweils zehn Sekunden wurden die Objekttrdger in eine aufsteigende
Alkoholreihe beginnend mit 70%iger, dann 80%iger und schliel3lich 96%iger
Ethanolldsung mit destilliertem Wasser gegeben, bevor sie zweimal flnf
Minuten in reinem Ethanol inkubierten. Im Anschluss erfolgten ein- und
dreiminitige Inkubationen in Roti-Histol bevor das Einschlussmedium Roti-
Histokitt hinzugegeben wurde und das Gewebe mit Deckglaschen eingedeckelt
werden konnte. Nach der Eindeckelung war eine Trocknung unter der
Abzugshaube fiur mindestens finf Tage notwendig, bevor mikroskopische

Auswertungen durchgefuhrt werden konnten.

2.3.2.6 Immunhistochemische Analyse und Auswertung

Nach  ausreichender  Trocknungszeit ~wurde die  Qualitdit jeder
immunhistochemischen Farbung mikroskopisch begutachtet. Farbungen, bei
denen die Negativkontrollen eine Anfarbung zeigten, wurden verworfen und
wiederholt. Ein weiterer Grund die Farbung zu verwerfen, war eine mangelnde
Anfarbung im Rahmen der durchgefuhrten Positivkontrollen. Alle gefarbten
Aortenklappen guter Qualitat wurden weiter ausgewertet. Hierzu wurden Fotos
in 20-facher VergréRerung an sechs Stellen der Herzklappe, davon drei aortal
und drei ventrikular, jeweils zentral (in der Nahe des Nodulus Arantius), medial
und lateral (nahe des Klappenhalteapparats) fotografiert und anschlieRend
gezahlt. Es wurde darauf geachtet, dass sich die Bilder nicht Gberschneiden. Im
Anschluss wurden alle fur den untersuchten Marker positive Zellen gezahlt. In
die statistische Auswertung flossen das arithmetische Mittel aller drei arteriellen
Zahlungen fur die Anzahl aortaler positiver Zellen sowie der Mittelwert der drei
ventrikularen Zahlungen fur die Anzahl ventrikularer positiver Zellen des
untersuchten Markers in der jeweiligen Herzklappe ein. Zur Ermittlung der
Gesamtanzahl der positiven Zellen eines untersuchten Proteins in der
individuellen Aortenklappe wurde der Mittelwert aller sechs Z&ahlungen
bestimmt. Wenn die arterio-ventrikuldre Zuordnung nach einer Farbung nicht
mehr sicher moglich war, floss diese Farbung nicht in die Auswertung der

aortalen bzw. ventrikularen Expressionen ein. In solch einem Fall wurde nur die
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Gesamtanzahl der positiven Zellen des jeweiligen Markers in dieser
Herzklappe, durch Bildung des Mittelwerts aus Zellzdhlungen von drei
reprasentativen Bildausschnitten, bestimmt. Es wurden in jedem Bild sowohl die
Anzahl durch Hamalaun angeféarbter, zellkernhaltiger Zellen als auch die Anzahl
positiver Zellen fur den untersuchten Marker bestimmt. Es erfolgte keine

Auswertung der nicht-zellularen Anfarbungen des untersuchten Markers.
2.3.3 Durchflusszytometrische Analysen

Durchflusszytometrische Untersuchungen (FACS-Analysen, engl. fluorescence-
activated cell sorting) dienen der Analyse von relativer Grof3e und intrazellulérer
Komplexizitat des zu untersuchenden Probenmaterials durch Messung der
Lichtstreuung als auch des indirekten Nachweises von angefarbten
Zielstrukturen im Probenmaterial mittels fluorochromgelabelter Antikérper,
durch Bestimmung der relativen Fluoreszenzintensitaten der zu
untersuchenden Partikel, wéhrend sich diese in einer Flussigkeit durch ein
Laserlicht bewegen. Durch sorgfaltige Analyse dieser Daten, die fir jedes
untersuchte Partikel bestimmt werden, konnen Rickschlisse auf die
Beschaffeneit und Proteinexpression des Untersuchungsmaterials gezogen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolge eine Anfarbung der Proteine BMP-2, -
4, -7, MIF, Gremlin-1, TGF-B1, SDF-1, CXCL14, CXCR4 und CXCR7 in und auf
permeabilisierten und nicht permeabilisierten CD14 und CD42b positiver Zellen
durch spezifische Aufbereitung des Probenmaterials und Inkubation mit
photosensitiven, fluorochromgelabelten Antikérpern. Das Prinzip der FACS-
Analysen beruht darauf, dass Licht abh&ngig von der Gr6RRe als auch
Beschaffenheit der Struktur auf das es einfallt, unterschiedlich gestreut wird und
kombiniert diese Analyse mit der Bestimmung der relativen
Fluoreszenzintensitaten von dabei verwendeten, zielgerichteten,
flourenzenzmarkierten Antikorpern, sodass aufgrund der Streuung des Lichtes
als auch der Fluoreszenzintensitdten, Ruckschlisse auf die GrofRRe, die
intrazellularen Komplexizitat, als auch auf die Expression der untersuchten
Struktur gezogen werden kénnen. Wahrend sich das zu untersuchende Partikel
in einer Flussigkeit durch einen Laserstrahl bewegt, wird aufgrund der

Vorwartsstreuung des Lichtes (FSC, engl. forward-scattered light) auf die GroRe
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des jeweiligen Partikels und durch das seitliche Streulicht (SSC, engl. side-
scattered light) auf die intrazellulare Komplexizitat, die in hohem Mal3e von der
Granularitat abhangig ist, geschlossen. Diese gemessenen Daten werden vom
FACS-Gerat in verschiedenen Dot-Plots visulalisiert und in verhéltnismallige
elektrische Signale umgewandelt, um die Daten vergleichen zu kdnnen. Alle
Blutproben wurden von der Doktorandin eigenstandig abgenommen und

innerhalb von maximal 30 Minuten nach Blutabnahme pipettiert.

2.3.3.1 Aufbereitung und Farbung CD14-positiver Zellen

CD14 stellt ein Zellmarker fur im Blut zirkulierende Monozyten dar (124). Zur
Farbung CD14-positiver Zellen wurde zu 100 pl aus mit Citrat-Phosphat-
Dextrose-Adenin (CPDA) versetztem Vollblut 1 ml von 1:50 mit destilliertem
Wasser verdinnter BD lysing solution hinzugegeben, um Erythrozyten zu
hamolysieren. Nach dem Vermischen erfolgte eine 15-minitige Inkubation bei
Raumtemperatur. Nach Zugabe von 1000 pl kalziumfreien PBS wurden die
Reagenzglaser funf Minuten bei 1200 RPM und Raumtemperatur zentrifugiert.
Um Zellaggregationen zu vermeiden, wurde im Rahmen aller FACS-Farbungen
ausschlieBlich kalziumfreies PBS verwendet. Dartber hinaus kam immer
dieselbe Zentrifuge zum Einsatz. Nach Abkippen des Uberstands wurde das
Zentrifugat in 100 pl kalziumfreien PBS gelst.

Nicht permeabilisierte Zellen konnten nun mit jeweils 10 pl der jeweiligen
fluorochromgelabelten Antikoérper, gefarbt werden. Es kamen ausschlief3lich die
in in Kapitel ,2.1 Gerate und Chemikalien® angegebenen AntikGrper zum
Einsatz. Die Konzentrationen der verwendeten AntikGrper wurden wie in ihren
Datenkontrollblattern angegeben verwendet. Es wurden 10 pl eines
fluorochromgelabelten anti-human-anti-CD14-Zellmarkers mit 10 pl eines anit-
human-Proteinmarkers mit anderer Fluorochromlabelung kombiniert, um
anschlielend die Farbungen diffenrenzieren zu kénnen. Nach 30-minutiger
Inkubation im Dunkeln wurde die Farbung mit 300 pl einer 0,5%-igen PFA-
Losung gestoppt und die Zellen fixiert. Es erfolgte eine Inkubation im Dunkeln,

um die Aktivierung photosensibler Konjugate zu vermeiden.
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Permeabilisierte Zellen wurden nach Auflésen des Zentrifugats in 100 pl
kalziumfreien PBS mit 10 pl 0,1%-iger Triton X Losung fir zehn Minuten
inkubiert und erneut funf Minuten bei 1200 RPM bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation fachgerecht
entsorgt. Das Zentrifugat wurde in 100 pl kalziumfreien PBS aufgelost und

konnte nun wie nicht permeabilisierte Zellen gefarbt und gestoppt werden.

2.3.3.2 Aufbereitung und Farbung CD42b-positiver Zellen

CD42b kommt als Marker fur Thrombozyten zum Einsatz (125). Auch wenn
Thromboyzten formal keine Zellen sondern Zellabschnirungen darstellen, hat
es sich im wissenschaftlichen Jargon eingbirgert, dennoch von CD42b
positiven Zellen zu sprechen, was im Rahmen dieser Arbeit Gbernommen
wurde (126, 127). CD42b positive Zellen wurden aus 1:50 mit kalziumfreien
PBS verdinntem CPDA Vollblut so schnell wie moglich, maximal jedoch 30
Minuten nach Blutabnahme, pipettiert und gefarbt. Auch fur die FACS-
Farbungen CD42b-positiver Zellen kam ausschlie3lich kalziumfreies PBS zum
Einsatz, um die Zellaggregation und -aktivierung zu vermeiden. Zur Féarbung
nicht permeabilisierter Zellen wurden 40 pl der CPDA/PBS Verdinnung in jedes
FACS-Tube gegeben und nach  Zugabe der entsprechenden
flourochromgelabelten Antikorper, fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Es
wurden jeweils 5 pl eines fluorochromgelabelten anti-human-anti-CD42b
Antikbrpers mit 5 pl  eines  anti-human-Proteinmarkers  anderer
Fluorochromlabelung kombiniert. Es kamen ausschlie3lcih die in in Kapitel 2.1
Gerate und Chemikalien angegebenen Antikérper zum Einsatz. Die
Konzentrationen der verwendeten Antikérper wurden wie in ihren
Datenkontrollblattern angegeben verwendet. Im Anschluss an die Inkubation im
Dunkeln wurde die Farbung mit 300 pl einer 0,5%-igen PFA-L6sng gestoppt
und die Zellen fixiert.

Zur Farbung permeabilisierter CD42b positiver Zellen wurden 90 ul der 1:50
CPDA/PBS Verdiunnung mit 90 ul einer 2%-igen PFA-L6sung fur 20 Minuten
inkubiert. Nach Zugabe von 20 pl einer 3%-igen Triton X Losung erfolgte eine

erneute Inkubation fiir zehn Minuten. Vor einer finfminutigen Zentrifugation bei
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3000 RPM und bei Raumtemperatur wurden 3 ml kalziumfreies PBS
hinzugefiigt. Nach fachgerechtem Verwerfen des Uberstands konnte, nach
Zugabe von 40 pl kalziumfreien PBS, die Farbung wie bei nicht
permeabilisierten Zellen fortgefihrt werden. Es wurde immer dieselbe

Zentrifuge verwendet.

2.3.3.3 Durchfuhrung und Auswertung durchflusszytometrischer Analysen

Die FACS-Messungen wurden von der Doktorandin so schnell wie mdoglich,
maximal jedoch innerhalb von zwei Stunden nach Fixierung, durchgefuhrt.
Konnten die gefarbten Blutproben nicht direkt nach Zugabe der PFA-L6sung
durchlusszytometrisch untersucht werden, wurden die Reagenzgléser bei 8 °C
im Dunkeln far maximal zwei Stunden aufbewahrt und dann analysiert. Es
wurden fur jenen Zellmarker 10.000 positive Events durchflusszytometrisch, mit
dem Fluss der so langsam wie moglich war, gemessen. Die Auswertung im
Rahmen der Studie erfolgte anhand eines, von einem FACS-Gerét erstellten,
Dot-Plots und durch die vom Gerat gemessenen  mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) der untersuchten Marker. Zum Gating kamen
sowohl entsprechende Immunglobulinkontrollen als auch Fluorescence-Minus-
One (FMO)-Kontrollen zum Einsatz. Die FMO-Kontrollen wurden wie von Feher
et al. und Lee et al. beschrieben, durchgefuhrt (128, 129). Abbildung 5 zeigt das
Gating-Schema CD42b und CD14 positiver Zellen als Zellmarker fur
Thrombozyten (CD42b) und Monozyten (CD14) (124, 125).

Es erfolgte zunachst ein Zellgating, wie in Abbidlung 5 aufgezeigt, um die zu
untersuchende Population einzugrenzen. Im Anschluss wurden im jeweiligen
Gate alle sowohl fur den jeweiligen Zell- als auch den Proteinmarker positiven
Events identifiziert. Als Ausmalf3 fur die Starke der Anfarbung wurden die MFIs
des Proteinmarkers der CD14- oder CDA42b-positiven Zellen im Gate

dokumentiert.
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Abbildung 5: Gating-Schema durchflusszytometrischer Analysen. Die Abbildung
zeigt die verwendeten Gating-Schemata der thrombozytaren (ovales Gate) und
monozytaren Zellfarbungen (rechteckiges Gate).

CD14 - Cluster of Differentiation 14; CD42b - Cluster of Differentiation 42; FSC - engl.
Forward Scatter - vorwarts gestreutes Licht; PE - Phycoerythrin; SSC - engl. Sidewards
Scatter - Seitenstreulicht.

2.3.4 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden von der Doktorandin eigenstandig nach
Einarbeitung durch Frau PD Dr. Karin Mlller, Innere Medizin Ill Kardiologie und
Angiologie des Universitatsklinikums Tibingen, durchgefihrt. Eine statistische
Beratung und Begutachtung wurde von Frau You-Shan Feng, Ph.D., Institut far
Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie der Universitat
Tubingen/Institut fir Community Medicine, Greifswald, durchgefuhrt.

Als Signifikanzniveau wurde a = 0,05 festgelegt, sodass bei einem p-Wert von <
0,05 eine statistische Signifikanz angenommen wurde. Die Uberpriifung auf

Normalverteilung der Variablen erfolgte analytisch mittels Shapiro-Wilk-Test.
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Normalverteilte, ordinale oder lineare Variablen wurden mittels t-Test fir
unabhangige Stichproben auf die Gleichheit ihrer Mittelwerte getestet. Die
Nullhypothese lautet dabei, dass es keinen Unterschied der Mittwelwerte der
beiden Variablen gibt. Bei gleichzeitiger Varianzenheterogenitat erfolgte ein t-
Test mit Welch-Korrektur. Die Priufung auf Homoskedastizitdt wurde mittels
Levene-Test auf Varianzenhomogenitat ermittelt. Nicht normalverteilte
Variablen wurden mittels des nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests
analysiert. Der Mann-Whiteny-U-Test ist ein Verfahren, bei dem ordinal oder
metrisch  skalierten Variablen verschiedene Range innerhalb einer
Gesamtkohorte zugeteilt und miteinander verglichen werden. Die Nullhypothese
ist hierbei, dass sich die zentralen Tendenzen zwischen den beiden zu
untersuchenden Testgruppen nicht unterscheiden. Kontinuierliche Variablen
wurden als Median und Interquartilsabstand (IQA) zwischen dem ersten und
dem dritten Quartil angegeben. Haufigkeiten wurden sowohl absolut als auch
relativ. im Vergleich zur jeweiligen Kohortenanzahl angegeben. Eine
Korrelationsanalyse nach Pearson wurde durchgefiihrt, wenn zwischen zwei
normalverteilten, metrischen Variablen ein linearer Zusammenhang vermutet
wurde. Konnte dies nicht sichergestellt werden, erfolgte eine Korrelation nach
Spearman. Bei allen Korrelationen wurde neben dem p-Wert der
Korrelationskoeffizient (R-Wert) mit angegeben. Bei einem Betrag des R-
Wertes von gro3er als 0,5 wurde eine starke, bei einem Betrag von 0,1 bis 0,3
eine schwache und bei einem Betrag zwischen 0,3 und 0,5 eine mittlere Starke
der Korrelation angenommen. FUr den Vergleich der oberflachlichen und
intrazellularen Expression auf Monozyten und Thrombozyten vor und nach
Aortenklappenoperation wurde fur normalverteilte Variablen ein t-test fur
verbundene Stichproben, bei nicht normalverteilten Variablen, der Wilcoxon-
Test angewandt. Aufgrund der kleinen Patientenanzahl wurde fir fehlende
Werte keine Imputation durchgefuhrt. AusreiRer wurden ebenfalls nicht
excludiert. Mittels Power-Analysen wurde fir wegweisende Messungen
bestimmt, ob ausreichende Stichprobenumfange vorliegen. Falls dies nicht der
Fall war, wurden fir ausgewahlte Marker die notwendigen Stichprobengréf3en

fur ein Signifikanzniveau von a = 0,05 und einer Power von = 80% ermittelt.
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3 Ergebnisse

Die Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner wurden im
Herzklappengewebe und Blut untersucht. lhre Auswertung erfolgte unter
verschiedenen Gesichtpunkten. Zum einen wurden ihre Expressionen zwischen
low-gradient AS und high-gradient AS verglichen sowie zwischen rpAS und
IpAS. Eine kombinierte Auswertung von high-gradient und low-gradient AS
sowie rpAS und IpAS konnte aufgrund der Verteilungen und Kohortengréf3en

nicht erfolgen.
3.1 Vergleich von rasch und langsam progredienten Aortenklappenstenosen

3.1.1 Patientencharakteristik rasch und langsam progredienter
Aortenklappenstenosen

Im Zeitraum Marz 2015 bis Juli 2017 wurden insgesamt 201 Patienten mit
hochgradiger Aortenklappenstenose am Universitatsklinikum TUbingen operiert.
In diese Studie sind jedoch nur Patienten eingeschlossen worden, bei denen
der Symptombeginn eindeutig nachvollziehbar war, was auf 34 Patienten zutraf.
Die Probanden wurden anhand des Medians der Zeitspanne Symptombeginn
bis Operation in zwei Kohorten eingeteilt. Es resultierten eine IpAS-Kohorte mit
einer Zeitspanne grol3er und eine rasch rpAS-Gruppe mit einer Zeitspanne
kleiner des Medians. Im Rahmen dieser Studie wurden 34 Patienten (100 %),
davon 17 (50 %) mit rasch progredienter und 17 (50 %) mit langsam
progredienter AS untersucht. Die zugrundeliegenden Patientencharakteristika
sind Tabelle 8 zu entnehmen.

Die Zeitintervalle zwischen Erstsymptom und Herzklappenersatz der
untersuchten Kohorten unterschieden sich hochsiginifikant (p < 0,001). So
betrugt bei Patienten mit rpAS dieses Zeitintervall im Median 70,0 Tage (IQA:
26,5 — 101,0 Tage)® und lag deutlich unter jenem der IpAS-Kohorte, welches
sich im Median auf 800,0 Tage (IQA: 476,5 — 1106,5 Tage) belief. Keine
signifikanten Unterschiede waren bzgl. des Alters (Median rpAS: 72 Jahre (IQA:

®Wenn nicht anders erlautert, ist im gesamten Ergebnisteil der Median mit
Interquartilsabstand (1.-3.Quartil) angegeben.
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Tabelle 8: Patientencharakteristik der

Patienten mit

rasch und

langsam

progredienten Aortenklappenstenosen. Angaben in n (%) oder Median und
Interquartilsabstand 1. - 3. Quartil.

Alle Patienten Rasch Langsam p-Wert
progrediente progrediente
Aortenklappen- Aortenklappen-
stenose sterose
N = 34 (100 %) n =17 (50 %) n =17 (50 %)
Alter (in Jahren) 72,00 69,00 n.s.
(68,50 — 76,00) (57,00 — 75,00)
Geschlecht 9 (52,94 %) / 6 (35,29 %) / n.s.
(weiblich / mannlich) 8 (47,06 %) 11 (64,71 %)
Zeitintervalle (in Tagen)
Erstsymptom bis 70,0 800,0 < 0,001
Operation (26,5-101,0) | (476,5-1106,5)
Erstsymptom bis 1,0 90,0 0,047
Diagnosestellung (0,0 - 52,0) (0,0 -—334,0)
Liegedauer 8,0 (7,0-11,0) 8,0 (8,0-11,0) n.s.
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Bikuspide Aortenklappe 3 (17,65 %) 4 (23,53 %) n.s.
Arterielle Hypertonie 12 (70,59 %) 10 (58,82 %) n.s.
Dislipoproteinamie 7 (41,18 %) 5 (29,41 %) n.s.
Diabetes mellitus 2 (11,76 %) 4 (23,53 %) n.s.
Nikotinabusus 5 (29,41 %) 5 (29,41 %) n.s.
Body Mass Index (kg/m®) 27,04 27,51 n.s.
(25,04 - 31,64) (22,27 — 29,91)
Komorbiditaten
Koronare 8 (47,06 %) 9 (52,94 %) n.s.
Herzerkrankung
Niereninsuffizienz 2 (11,76 %) 1 (5,88 %) n.s.
Vorhofflimmern 1 (5,88 %) 1 (5,88 %) n.s.
Pulmonale Hypertonie 3 (17,65 %) 0 (0,00 %) n.s.
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Alle Patienten Rasch Langsam p-Wert
progrediente progrediente
Aortenklappen- Aortenklappen-
stenose sterose
N = 34 (100 %) n =17 (50 %) n =17 (50 %)
Risikoscores
Framingham Risk Score 33,70 35,90 n.s.
(FRS) (%) (22,80 — 52,00) (17,00 — 61,05)
EuroScore | (%) 8,40 5,46 n.s.
logistisch (4,50 — 11,86) (3,49 - 10,87)
EuroScore 1l (%) 1,49 1,65 n.s.
(1,27 - 2,57) (1,19 - 2,33)
STS-Score (%) 1,38 1,11 n.s.
(0,91 — 2,10) (0,74 — 1,45)
Transdsophageale Echokariographie
Aortenklappen- 0,71 0,73 n.s.
offnungsflache (cm?) (0,53 -0,80) (0,59 —0,90)
Mittlerer Druckgradient 37,00 36,00 n.s.
Uber der Aortenklappe (24,00 — 43,50) (20,00 — 48,00)
(mmHG)
Maximaler Druckgradient 64,00 60,00 n.s.
Uber der Aortenklappe (40,00 — 73,50) (35,25 — 79,50)
(mmHg)
Linksventrikulare 60,00 55,00 n.s.
Ejektionsfraktion (%) (47,50 — 69,00) (37,50 - 61,00)
Kombiniertes 9 12 n.s.
Aortenklappenvitium (52,94 %) (70,59 %)

(begleitende Insuffizienz)
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Alle Patienten Rasch Langsam p-Wert
progrediente progrediente
Aortenklappen- Aortenklappen-
stenose sterose
N = 34 (100 %) n =17 (50 %) n =17 (50 %)
Laborwerte bei Aufnahme
Ceratinkinase (U/l) 81,00 76,00 n.s.
(58,50 — 156,50) | (51,25-111,00)
Kreatinin im Serum 0,70 0,75 n.s.
(mg/dl) (0,65 - 0,95) (0,63 - 0,80)
Glomerulare 81,40 95,85 n.s.
Filtrationsrate (MDRD + (70,70 — 105,45) | (74,63 —102,93)
ml/min/1,73m?)
Harnstoff i.S. (mg/dl) 32,00 34,00 n.s.
(27,50 — 35,00) (27,25 — 44,75)
HbA1. (%) 5,80 5,50 n.s.
(5,55 — 14,45) (5,15 - 18,50)
Triacylglyceride (mg/dl) 80,00 185,50 n.s.
62,75 —98,00) | (159,00 — 201,00)
Cholesterin (mg/dl) 197,00 177,00 n.s.
(153,75 — 242,25) | (163,00 — 243,50)
High Density Lipoprotein 78,00 51,00 n.s.
(mg/dI) (47,75 -101,75) (44,00 — 67,50)
Low Densitiy Lipoprotein 103,00 131,50 n.s.
(mg/dI) (71,50 — 142,00) | (91,20 — 159,40)
C-reaktives Protein 0,27 0,17 n.s.
(mg/dl) (0,06 — 0,73) (0,03 -10,28)
Leukozyten (pro pl) 7160,0 6534,0 n.s.
(5820,0 — 9930,0) | (682,5—7832,5)
Thrombozyten 215,0 240,5 n.s.

(x1000 pro ul)
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Alle Patienten Rasch Langsam p-Wert
progrediente progrediente
Aortenklappen- Aortenklappen-
stenose sterose
N = 34 (100 %) n =17 (50 %) n =17 (50 %)
Medikation bei Aufnahme
Acetylsalicylsédure 12 (70,59 %) 8 (47,06 %) n.s.
Clopidogrel 1 (5,88 %) 0 (0,00 %) n.s.
Prasugrel 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Ticagrelor 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Dabigatran 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Rivaroxaban 0 (0,00 %) 1 (5,88 %) n.s.
Apixaban 0 (0,00 %) 1 (5,88 %) n.s.
Phenprocoumon 1 (5,88 %) 1 (5,88 %) n.s.
Statin 7 (41,18%) 9 (52,94 %) n.s.
Angiotensin-Converting- 5 (29,41 %) 8 (47,06 %) n.s.
Enzym-Hemmer
Sartan 7 (41,18 %) 1 (5,88 %) n.s.
Betablocker 8 (47,06 %) 7 (41,18 %) n.s.
Calciumantagonist 6 (35,29 %) 3 (17,65 %) n.s.
Diuretikatherapie 9 (52,94 %) 7 (41,18 %) n.s.
Aldosteronantagonist 0 (0,00 %) 1 (5,88 %) n.s.
Medikation bei Entlassung
Acetylsalicylsaure 16 (94,12 %) 16 (94,12 %) n.s.
Clopidogrel 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Prasugrel 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Ticagrelor 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Dabigatran 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Rivaroxaban 1 (5,88 %) 1 (5,88 %) n.s.
Apixaban 0 (0,00 %) 1 (5,88 %) n.s.
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Alle Patienten Rasch Langsam p-Wert
progrediente progrediente
Aortenklappen- Aortenklappen-
stenose sterose
N = 34 (100 %) n =17 (50 %) n =17 (50 %)
Phenprocoumon 1 (5,88 %) 2 (11,76 %) n.s.
Statin 11 (64,71 %) 12 (70,59 %) n.s.
Angiotensin-Converting- 10 (58,82 %) 12 (70,59 %) n.s.
Enzym-Hemmer
Sartan 5 (29,41 %) 0 (0,00 %) n.s.
Betablocker 14 (82,35 %) 14 (82,35 %) n.s.
Calciumantagonist 2 (11,76 %) 4 (23,53 %) n.s.
Diuretikatherapie 12 (70,59 %) 14 (82,35 %) n.s.
Aldosteronantagonist 4 (23,53 %) 1 (5,88 %) n.s.
Follow Up (30 Tage)
Tod 1 (5,88 %) 0 (0,00 %) n.s.
Restenose / Reoperation 0 (0,00 %) 2 (11,76 %) n.s.
Myokardinfarkt 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Schlaganfall 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Rehospitalisierung 1 (5,88 %) 0 (0,00 %) n.s.
Follow Up (1 Jahr) Angaben bezogen auf die Ausgangspopulation
Tod 1 (5,88 %) 1 (5,88 %) n.s.
Restenose/ Reoperation 1 (5,88 %) 2 (11,76 %) n.s.
Myokardinfarkt 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Schlaganfall 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Rehospitalisierung 2 (11,76 %) 4 (23,54 %) n.s.
Kombinierte MACE 2 (11,76 %) 1 (5,88 %) n.s.

MACE - engl. Major Adverse Cardiac Even(s), dt. schwerwiegende kardiale
Komplikation wie Tod, Reoperation, Restenose, Rehospitalisierung, Myokardinfarkt
und Schlaganfall; STS - engl. The Society of Thoracic Surgeons, dt. Gesellschaft der
Thoraxchirurgen.
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68,50 — 76,00); Median IpAS: 69 Jahre (IQA: 57,00 — 75,00) und der
biologischen Geschlechterverteilung (weiblich / mannlich: rpAS 9 (52,94 %) / 8
(47,06 %); IpAS 6 (35,29 % / 11 (64,71 %) der beiden Kohorten zu verzeichnen.
Die Mediane der Aortenklappenoffnungsflachen waren in beiden Kohorten
vergleichbar (rpAS: 0,71cm? (IQA: 0,53 - 0,80); IpAS 0,73 cm? (IQA: 0,59 -
0,90)). Ebenso &@hnelte der Median des mittleren Druckgradienten Uber der
Aortenklappe von Patienten mit rpAS mit 37,00 mmHg (IQA: 24,00 — 43,50)
jenem in der IpAS Kohorte, der sich auf 36,00 mmHg (IQA: 20, 00 — 48,00)
belief. Auch die maximalen Druckgradienten Uber der Aortenklappe zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kohorten mit im Median
64 mmHg (IQA: 40,00 — 73,50) bei Patienten mit rpAS und 60,00 mmHg (IQA:
35,25 — 79,50) bei Patienten mit IpAS. Beide Kohorten zeigten im Median eine
normwertige linksventrikulare Ejektionsfraktion (rpAS: 60,00 % (IQA: 47,50 -
69,00); IpAS: 55,00 % (IQA: 37,50 — 61,00)). Bis auf funf Personen (29,41 %)
zeigten alle restlichen zwdlf (70,59 %) Probanden in der IpAS-Kohorte eine
begleitende Aortenklappeninsuffizienz. In der rpAS-Kohorte wiesen neun
Patienten (52,94 %) eine begleitende Insuffizienz der Aortenklappe auf. Beide
Gruppen unterschieden sich nicht signifikant was kardiale Risikoscores wie den
Framingham Risk Score (FRS) oder peroperative Risikoscores wie EuroScores
| und Il sowie den STS-Score angeht. Der FRS betrug im Median 33,70 % (IQA:
22,80 — 52,00) bei Patienten mit rpAS, in der IpAS-Kohorte war das Risiko im
Median mit 35,90 % (IQA: 17,00 — 61,05) vergleichbar. Mit im Median 8,40 %
(IQA: 4,50 — 11,86) fiel der Euroscore von Patienten mit rpAS etwas hoher als
bei Patienten mit IpAS aus, fur welche ein Median von 5,46 % (IQA: 3,49 —
10,87) ermittelt wurde. Etwas hdher hingegen war der Median des EuroScores
Il von Patienten mit IpAS (1,65 %; IQA: 1,19 — 2,33) im Vegleich zu Patienten
mit rpAS (1,40 %; IQA: 1,27 — 2,57). Der STS-Score in der schnell
voranschreitenden Kohorte belief sich im Median auf 1,38 % (IQA: 0,91 — 2,10),
in der langsam voranschreitenden Kohorte auf 1,11 % (IQA: 0,74 — 1,45).
Kardiovaskulare Risikofaktoren und Begleiterkrankungen wie Veranlagung einer
bikuspiden Aortenklappe, Nikotinabusus, (grenzwertig) erhohter Body-Mass-

Index (BMI) sowie das Vorhandensein einer arteriellen Hypertonie, einer
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Dyslipoproteindmie, eines Diabetes mellitus, einer pulmonalen Hypertonie,
eines Vorhoffimmerns oder einer koronaren Herzerkrankung zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kohorten (Tabelle 8). In beiden
Kohorten befanden sich Patienten mit einer bikuspide veranlagten AS. In der
rpAS-Kohorte war dies bei drei (17,65 %) Patienten der Fall, in der IpAS-
Kohorte bei vier (23,53 %). Eine ausgeglichene Verteilung war fir
Tabakraucher zu verzeichnen mit jeweils funf (29,41 %) Patienten. Mehr als die
Halfte aller Patienten litten an einer arteriellen Hypertonie. So waren es zwolf
(70,59 %) der schnell voranschreitenden und zehn (58,82 %) der langsam
progredienten Kohorte. Eher selten war hingegen ein Diabetes mellitus als
Begleiterkrankung zu verzeichnen, so waren es zwei (11,76 %) der schnell
progredienten und vier (23,53 %) in der langsam progredienten AS. Etwas mehr
Patienten dieser Kohorte litten an einer Dyslipoproteindmie (n = 5 (29,41 %)),
was in der rasch progredienten Kohorte bei sieben Patienten (41,18 %) der Fall
war. Die Mediane des BMI waren in beiden Gruppen mit 27,04 kg/m2
(IQA:25,04 — 31,64) bei Patienten mit rpAS und 27,51 kg/m? (IQA: 22,27 —
29,91) in der andere Kohorte leicht erhoht. Als haufigste Komorbiditat war eine
koronare Herzerkrankung mit acht Fallen (47,06 %) in der rpAS-Kohorte und
neun (52,94 %) Betroffenen der IpAS Patienten zu verzeichnen. Insgesamt
waren drei Patienten mit einer Niereninsuffizienz in die Studie eingeschlossen,
davon zwei (11,76 %) in der schnell progredienten Kohorte und ein (5,88 %)
Fall in der langsam progredienten Kohorte. An Vorhofflimmern litt jeweils ein
(5,88 %) Patient beider Kohorten. Kein Patient mit IpAS war an einer
pulmonalen Hypertonie erkrankt (0 %), in der rpAS-Kohorte war dies bei drei
(17,65 %) Probanden der Fall.

Die erhoben Laborwerte bei Aufnahme wiesen zwischen den beiden Kohorten
keine Unterschiede auf (Tabelle 8). Die Leukozytenzahlen lagen im Median bei
7160 pro pl (IAQ: 5820,0 — 9930,0, rpAS), bzw. 6534,0 pro ul (IQA: 682,5 —
7832,4, IpAS), die Thrombozyten bei 215,0 x 1000 pro pl (IQA: 152,0 — 268,0,
rpAS) und 240,5 x 1000 pro pl (IQA: 212,7 — 264,5, IpAS). Das CRP betrug in
der rasch progredienten Kohorte 0,27 mg/dl (IQA: 0,06 — 0,73) und in der
langsam progredienten 0,17 mg/dl (IQA: 0,03 — 0,28). Im Median ahnlich
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prasentierte sich der HbAlc mit 5,80 % (IQA: 5,55 — 14,45) bei Patienten mit
rpAS und 550 % (IQA: 5,15 — 18,50) in der IpAS Gruppierung. Der
Cholesterinwert der schnell voranschreitenden Kohorte lag im Median bei
197,00 mg/dl (IQA: 153,75 - 242,25) und bei 177,00 mg/dl (IQA: 163,00 —
243,50) in der Anderen. Das High Density Lipoprotein betrug im Median 78,00
mg/dl (IQA: 47,75 — 101,75) bei Patienten mit rpAS, bei Patienten mit IpAS
hingegen 51,00 mg/dl (IQA: 44,00 — 67,50). FUr das Low Density Lipoprotein
war ein Median von 103 md/dl (IQA: 71,50 - 142,00) bei rpAS-Patienten und
131,50 mg/dl (IQA: 91,20 — 159,40) bei Probanden mit IpAS zu verzeichnen.
Die Mediane der Triacylglyceride beliefen sich auf 80 mg/dl (IQA: 62,75 —
98,00) fur schnell progrediente und 185,50 mg/dl (IQA: 159,00 — 201,00) far
langsam voranschreitende AS. Die Mediane der Kreatininkonzentrationen im
Serum waren in beiden Kohorten ahnlich (rpAS: 0,70 mg/dl (IQA: 0,65 — 0,95);
IpAS: 0,75 mg/dl (IQA: 0,63 - 0,80)). Dasselbe galt fir die
Harnstoffkonzentrationen im Serum (rpAS: 32,00 mg/dl (IQA: 27,50 — 35,00);
IpAS: 34,00 mg/dl (IQA: 27,25 — 44,75)). Ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen rpAS und IpAS zeigte die Glomerulare Filtrationsrate
(MDRD), die im Median bei 81,40 ml/min/1,73m? (IQA: 70,70 — 105,45) in der
schnell progredienten und bei 95,85 ml/min/1,73mz2 (IQA: 74,63 — 102,93) in der
rpAS-Kohorte lag. Die Creatinkinase betrug im Median 81,00 U/l (IQA: 58,50 —
156,50) bei rpAS-Patienten und 76,00 U/l (IQA: 51,25 — 111,00) bei Probanden
mit IpAS.

Weder bei der Medikation bei Aufnahme, noch bei der Medikation bei
Entlassung bestanden signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Kohorten. Die absoluten und relativen Haufigkeiten einzelner Medikamente sind
Tabelle 8 zu entnehmen. Sowohl bei Aufnahme als auch bei Entlassung wurde
als haufigstes Medikament Acetylsalicylsdure eingenommen. Bei Aufnahme war
dies bei 12 Patienten (70,59 %) der rasch progredienten und bei 8 (47,06 %)
der langsam voranschreitenden Kohorte der Fall. Bei Entlassung war dieses
Medikament in beiden Kohorten zu 94,12 % (n = 16) verschrieben. In beiden
Kohorten fallt ansonsten, abgesehen von Acetylsalicylsdure, eine geringe

Anzahl thrombozytenaggregationshemmender oder antikoagulatorischer
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Medikamente auf, die auch bei Entlassung einen geringen Anteil der
Medikationen ausmachte. Die Halfte (52,94 %, n = 9) der Patienten mit IpAS
nahm bereits praoperativ ein Statin ein, in der I[pAS-Kohorte waren es sieben
(41,18%). Wahrend des stationaren Aufenthalts am Universtatsklinikum
Tubingen wurden zwei weiteren Probanden pro Kohorte Statine verschrieben,
sodass bei Entlassung elf Patienten (64,71 %) mit rpAS und12 (70,59 %) der
langsam progredienten Patientengruppe Statine einnahmen. Im Allgemeinen
fallen vor allem Dblutdrucksenkende Substanzen und Medikamente der
Herzinsuffizienztherapie wie Angiotensin-Converting-Enzym-Hemmer, Sartane,
Betablocker, Calciumantagonisten und Diuretika in der Medikaiton auf, die sich
nicht signifikant zwischen den Kohorten rpAS und IpAS unterscheiden (Tabelle
8). Postoperativ féllt vor allem eine Intensivierung der Antihypertensiva als auch
eine Zunahme der Betablocker- und Diuretikatherapien auf.

Im Rahmen eines FollowUPs nach 30 Tagen verstarb ein Patient (5,88 %) in
der rpAS-Kohorte nachdem er rehospitalisiert werden musste. Zwei Patienten
(11,76 %) der IpAS-Kohorte mussten am Herzen reoperiert werden. Ansonsten
trat kein MACE wie Restenose, Reoperation, Myokardinfarkt, Schlaganfall und
Rehospitalisierung auf. Ein Jahr nach OP musste ein weiterer Proband der
rpAS-Kohorte rehospitalisiert und reoperiert werden. Bezogen auf die
Ausgangspopulation enstpricht das zwei (11,76 %) Rehospitalisierungen und
einer (5,88 %) Reoperation in der rpAS-Kohorte nach einem Jahr. Dieser
Patient musste ebenfalls rehospitalisiert werden, weshalb es sich um ein
weiteres kombiniertes MACE handelte. Bezogen auf die Ausgangspopulation
entspricht das zwei (11,76 %) kombinierten MACE nach einem Jahr in der
rpAS-Kohorte. In der langsam progredienten Kohorte mussten nach einem Jahr
insgesamt vier (23,54 %) Probanden rehospitalisiert werden, einer von ihnen
(5,88 %) verstarb. Nach einem Jahr trat in der IpAS-Kohorte ein (5,88 %)
kombiniertes MACE auf. Es bestand kein signifikanter Unterschied bzgl. MACE
zwischen den beiden Kohorten rpAS und IpAS.
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3.1.2 Valvulare Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner von

Patienten mit rasch und langsam progredienter Aortenklappenstenose

Es wurden von insgesamt N = 25 Patienten (immun-)histochemische
Farbungen aus chirurgisch exzidierten Aortenklappen angefertigt, davon bei n =
13 Patienten (52 %) mit rpAS und n = 12 Patienten (48 %) mit IpAS. Bereits
makroskopisch zeigen explantierte degenerativ und inflammatorisch veranderte
Aortenklappen unterschiedliche Morphologien, die in Abbildung 6 dargestellt

werden.

Abbildung 6: Makroskopische Unterschiede von inflammatorisch und
degenerativ veranderten Aortenklappen. Es zeigen sich deutliche Unterschiede der
explantierten Taschen. Abbildung A zeigt eine inflammatorisch veranderte
Aortenklappe eines Patienten mit Endokarditis, mit nur geringer, makroskopisch
sichtbarer Verkalkung der explantierten Herzklappe. In Abbildung B ist eine
fortschreitende Kalzifikation der Aortenklappe, insbesondere an den Randern, eines
Patienten mit langsam progredienter Aortenklappenstenose zu sehen. Abbildung C
stellt eine Uberregionale Kalzifikation der gesamten Tasche eines Patienten mit rasch
progredienter Aortenklappenstenose dar.

In Abbildung 6 ist ersichtlich, dass kalzifizierte Aortenklappen strukturell deutlich
verandert sind und bereits makroskopisch betrachtet deutliche Unterschiede
aufweisen. Exzidierte Aortenklappen von Patienten mit hochgradiger AS
wurden (immun-) histochemisch gefarbt und ausgewertet. Fir jede Herzklappe
wurde eine Hamalaun-Eosin-Ubersichtsfarbung zur Anfarbung zellkernhaltiger
Strukturen und des Zytoplasmas durchgefihrt. Représentative Abbildungen

sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Hamalaun-Eosin-Ubersichtsfarbungen explantierter rasch und
langsam progredienter Aortenklappenstenosen zeigen regional heterogene
Verteilungsmuster zellkernhaltiger Zellen. Die Abbildung zeigt regionale
Unterschiede der aortalen und ventrikuldren Verteilung zellkernhaltiger Zellen im
Gewebe rasch und langsam progredienter Aortenklappenstenosen in der Hamalaun-
Eosin-Farbung (HE). Referenzbalken entspricht 20 um (40-fache VergrofRerung).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bzgl. der Anzahl
zellkernhaltiger Zellen im Aortenklappengewebe zwischen den Kohorten rpAS
und IpAS. Die Gesamtzellzahl lag im Median bei 81,58 positiven Zellen (IQA:
62,31 — 148,46) in Patienten mit rpAS und 108,79 positiven Zellen (IQA: 85,12 —
154,57) in der IpAS-Kohorte. Auch wenn sich mikroskopisch regional
heterogene Verteilungsmuster vermuten lassen, zeigen sich im explantierten
Aortenklappengewebe statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen der
aortalen und der ventrikularen Anzahl zellkernhaltiger Zellen. Eine Anfarbungen
inflammatorischer, CD3-positiver Zellen im Aortenklappengewebe konnte
ebenfalls regional keine signifikant unterschiedlichen Verteilungsmuster

darlegen, wie in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Immunhistochemisch zeigen sich geringe Anfarbungen Cluster of
Differentiation 3-positiver Zellen in explantierten rasch und langsam
progredienten Aortenklappenstenosen. Die Abbildung zeigt die geringe Expression
von Cluster of Differentiation 3 (CD3) in explantierten rasch und langsam progredienten
Aortenklappenstenosen. Referenzbalken entspricht 20 um (40-fache VergréRerung).

Abbildung 8 zeigt, dass inflammatorische Zellen im Herzklappengewebe — wenn
auch nur in geringer Anzahl — vor allem an den aortalen und ventrikularen
Réandern der Aortenklappe vorkommen. Die Gesamtzellzahlen CD3 positiver
Zellen lagen im Median bei 2,83 (IQA: 0,75 — 6,59) in der rpAS-Kohorte und bei
4,84 (IQA: 1,17 — 10,83) bei Patienten mit IpAS. Aortal waren im Median 1,50
CD3-positive Zellen (IQA: 0,25 — 4,00), ventrikular 1,17 positive Zellen (IQA: 0 —
4,58) im Gewebe von Patienten mit rpAS zu verzeichnen. In der IpAS-Kohorte
lag der Median bei 3,00 CD3-positiven Zellen (IQA: 1,5 — 18,67) aortal und 2,67
(IQA: 0,50 -10,34) ventrikular. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
der CD-3-Expressionen zwischen Patienten mit rpAS und IpAS (Power = 8 %).
Vor allem an den Seitenrédndern der Aortenklappe prasentieren sich CD68

positive Zellen, wie in Abbildung 9 zusammengestellt. Die mikoskopisch in IpAS
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Abbildung 9: Immunhistochemisch zeigen sich geringe Anfarbungen Cluster of
Differentiation 68-positiver Zellen in explantierten rasch und langsam
progredienten Aortenklappenstenosen. Die Abbildung zeigt die unterschiedlichen
Expressionen von Cluster of Differentiation 68 (CD68) im Herzklappengewebe rasch
und langsam progredienter Aortenklappenstenosen. Referenzbalken entspricht 20 pm
(40-fache VergrolRerung).

verstarkt wirkenden Expressionen von CD68 im Vergleich zu rpAS zeigten sich
statistisch nicht signifikant. Es wurden aortal im Median sieben CD68-positive
Zellen (IQA: 4 — 10,17) in Patienten mit rpAS und 9,17 (IQA: 2,67 — 25,42) in
Patienten mit IpAS nachgewiesen. Ventrikular waren die Verteilungen mit 6,67
CD68-positiven Zellen (IQA: 1,17 — 14,00) in der rpAS-Kohorte und 8,34 (IQA:
45 — 32,17) im Gewebe von Patienten mit IpAS vergleichbar. Fir die
Gesamtheit der Herzklappe wurden im Median sechs CD68-positive Zellen
(IQA: 3,00 — 16,67) in der rasch progredienten und 4,17 (IQA: 1,09 — 18,25) in
der langsam progredienten Kohorte gezahlt. Es bestanden keine signifkanten
Unterschiede (Power = 7,5 %). Im Gegensatz zu den im Verhaltnis geringen
Anfarbungen von CD3 und CD68 zeigten sich verstérkte Anfarbungen von
BMP-2 (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Mikroskopisch zeigen sich regional signifikante Unterschiede der
Expressionen von Bone Morphogenetic Protein 2 in explantierten rasch und
langsam progredienten Aortenklappenstenosen. Die Abbildung zeigt eine deutliche
Anfarbung von Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2) im Gewebe explantierter
hochgradig stenosierter Aortenklappen. Es sind regional deutliche Unterschiede der
Anfabungen zu sehen. Referenzbalken entspricht 20 um (40-fache VergroRerung).

Abbildung 10 prasentiert eine deutliche Anfarbung von BMP-2 im stenosierten
Herzklappengewebe. Es zeigten sich sowohl BMP-2 positive Zellen als auch
eine BMP-2 Hintergrundfarbung, wie auf der aortalen Herzklappenseite von
Patienten mit IpAS oder der ventrikularen Seite von Patienten mit rpAS zu
verzeichnen ist. Die Hintergrundfarbungen wurden im Rahmen dieser Studie
nicht ausgewertet. Des Weiteren fallt auf, dass sich die Anfarbung BMP-2
positiver Zellen nicht nur auf die distalen Rander der Herzklappe beschrankt,
sondern Uber das Gewebe der kompletten Herzklappe ausdehnt. Die regional
unterschiedlichen Expressionen BMP-2 positiver, zellkernhaltiger Zellen zeigen

sich statistisch signifikant, wie Abbildung 11 zu entnehmen ist.
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Abbildung 11: Langsam progrediente Aortenklappenstenosen zeigen im
Vergleich zu rasch progredienter Aortenklappenstenosen eine signifikant
verstarkte Expressionen von Bone Morphogenetic Protein 2 im aortalseitigen
Aortenklappengewebe. Die Abbildung zeigt Ergebnisse immunhistochemischer
Auswertungen. Es ist im aortalseitigen Herzklappengewebe eine signifikant reduzierte
Expression von Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2) positiven Zellen in rasch
progredienten Aortenklappenstenosen im Vergleich zu langsam progredienten
Aortenklappenstenosen sichtbar (p = 0,021). Abgebildet sind die einzelnen Zahlungen
sowie der Median und Interquartilsabstande (1. — 3. Quatrtil).

Es konnte aortalseitig eine signifikant erhéhte Anzahl BMP-2 positiver Zellen in
Patienten mit IpAS nachgewiesen werden mit im Median 130,00 BMP-2-
positiven Zellen (IQA: 97,84 — 178,00) im Vergleich zur rpAS-Kohorte mit einem
Median von 57,33 BMP-2-positiven Zellen (47,50 — 116,67) (p = 0,021).
Ventrikularseitig zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Anzahl BMP-
2-positiver Zellen zwischen den untersuchten Kohorten (rpAS: 77,50 (IQA:
55,33 — 135,00) / IpAS: 83,17 (33,67- 93,00). Die Gesamtanzahl im
Herzklappengewebe belief sich auf 67,75 (IQA: 54,65 — 90,69) in der rpAS-
Kohrte und auf 92,50 (IQA: 65,79 — 154,58) BMP-2-positive Zellen in Patienten
mit IpAS. Neben BMP-2 sind auch deutliche Anfarbungen von BMP-7 im
Herzklappengewebe zu verzeichnen, das ebenfalls eine deutliche
Hintergrundféarbung aufweist, wie Abbildung 12 zu entnehmen ist. Abbildung 12
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Abbildung 12: Mikroskopisch zeigen sich regional signifikante Unterschiede der
Expressionen von Bone Morphogenetic Protein 7 in explantierten rasch und
langsam progredienten Aortenklappenstenosen. Die Abbildung zeigt eine deutliche
Anfarbung von Bone Morphogenetic Protein 7 (BMP-7) im Gewebe explantierter
hochgradig stenosierter Aortenklappen. Es sind regional, vor allem ventrikular,
deutliche Unterschiede der Anfarbungen zu sehen. Referenzbalken entspricht 20 um
(40-fache VergroRerung).

charakterisiert reprasentativ die Anfarbungen von BMP-7 im Herzgewebe und
zeigt ein deutliches Vorkommen von BMP-7 im Gewebe kalzifizierter und
stenosierter Herzklappen. Es fallen nicht nur deutliche Anfarbungen an den
Klappenrandern, sondern im Bereich der gesamten Herzklappe auf. Die
aortalen und ventrikularen Expressionen von BMP-7 imponieren zunachst
unterschiedlich, es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
den aortalen und ventrikularen Expressionen von BMP-7 aufgezeigt werden.
Statistisch signifikante Unterschiede sind jedoch zwischen den ventrikularen
Expressionen von BMP-7 in IpAS und rpAS zu verzeichnen, wie Abbildung 13
genauer darlegt. Abbildung 13 zeigt die ventrikularseitig signifikant erhthte
Expression von BMP-7-positiven Zellen im Gewebe von Patienten mit rpAS
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Abbildung 13: Rasch progrediente Aortenklappenstenosen zeigen im Vergleich
zu langsam progredienten Aortenklappenstenosen eine signifikant verstarkte
Expression von Bone Morphogenetic Protein 7 im ventrikularseitigen
Aortenklappengewebe. Die Abbildung zeigt Ergebnisse immunhistochemischer
Auswertungen. Es ist ventrikular eine signifikant vermehrte Expression von Bone
Morphogenetic Protein 7 (BMP-7) positiven Zellen in rasch progredienten
Aortenklappenstenosen (AS) im Vergleich zu langsam progredienten AS erkennbar (p
= 0,042). Abgebildet sind die einzelnen Zahlungen sowie der Median und
Interquartilsabstande (1. — 3. Quartil).

im Vergleich zu IpAS (p = 0,042). In der rpAS-Kohrte waren im Median 61,00
BMP-7-positive Zellen (IQA: 31,17 — 101,00), in der IpAS-Kohorte 23,00 (IQA:
16,50 — 37,00) zu verzeichnen. Es zeigen sich weder signifikante Unterschiede
der aortalen, noch der gesamten Expressionen von BMP-7 fur die beiden
Kohorten. Der Median der BMP-7-positiven Zellen in der gesamten Herzklappe
lag bei 48,17 (IQA; 13,67 — 61,96) in der rpAS-Kohorte und bei 47,83 (IQA:
20,63 — 67,17) in Patienten mit IpAS. Aortal prasentierte sich der Median mit
28,67 BMP-7-positiven Zellen (IQA: 8,00 — 38,67) in Patienten mit rpAS und
71,33 (IQA: 6,50 — 107,08) in IpAS. Ebenfalls nicht signifikant unterschieden
sich die aortalen und ventrikularen Exprssionen von BMP-7 in den Kohorten
rpAS und IpAS. Neben BMP-7 gelangen auch immunhistochemische
Anfarbungen von TGF-31 im Aortenklappengewebe, wie Abbildung 14 zeigt.
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Abbildung 14: Mikroskopisch zeigen sich regional signifikante Unterschiede der
Expressionen von Transforming Growth Factor Beta 1 in explantierten rasch und
langsam progredienten Aortenklappenstenosen. Die Abbildung zeigt eine deutliche
Anfarbung von Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-R1) im Gewebe explantierter,
hochgradig stenosierter Aortenklappen. Es sind regional, vor allem aortal, deutliche
Unterschiede der Anfarbungen zu sehen. Referenzbalken entspricht 20 um (40-fache
VergroRerung).

Es besteht sowohl eine =zellulare Anfarbung von TGF-B1 als auch
Hintergrundfarbungen von TGF-31 im stenosierten Aortenklappengewebe. Es
zeigte sich eine aortal signifikant erhéhte Expression von TGF-[31-positiven
Zellen in Patienten mit IpAS im Vergleich zu Patienten mit rpAS, wie Abbildung
15 genauer darlegt. Die Gesamtanzahl der TGF-R1-positiven Zellen lag im
Median bei 31,67 (IQA: 24,34 — 37,34) in der rasch progredienten sowie 90,00
(IQA: 30,34 — 133,50) in der langsameren Kohorte und unterschieden sich nicht
signifikant. Ebenfalls wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
aortalen und ventrikularen Anfarbungen von TGF-B1 festgestellt. Die
ventrikularen Expressionen von TGF-R1 von Patienten mit IpAS und rpAS

zeigen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 15: Langsam progrediente Aortenklappenstenosen zeigen im
Vergleich zu rasch progredienten Aortenklappenstenosen eine signifikant
verstarkte Expression von Transforming Growth Factor Beta 1 im aortalseitigen
Aortenklappengewebe. Die Abbildung zeigt Ergebnisse immunhistochemischer
Auswertungen. Es ist aortal eine vermehrte Expression von Transforming Growth
Factor Beta 1 (TGF-B1) im Gewebe von Patienten mit langsam progredienter
Aortenklappenstenose (AS) im Vergleich zu Patienten mit rasch progredienter AS
erkennbar (p = 0,035). Abgebildet sind die einzelnen Z&hlungen sowie der Median und
Interquartilsabstande (1. — 3. Quartil).

In Patienten mit rpAS traten ventrikular im Median 61,00 TGF-31-positive Zellen
(IQA: 31,17 — 101,00) auf, in der langsam progredienten 23,00 (IQA: 16,50 —
37,00). Abbildung 15 zeigt die signifikanten Unterschiede der aortalen
Expressionen von TGF-R1-positiven Zellen zwischen IpAS und rpAS. Die
aortale Expression von TGF-R31 lag im Median bei 23,67 (IQA: 16,67 — 38,00) in
Patienten mit rpAS und bei 113,33 (IQA: 36,84 — 170,50) in Patienten mit IpAS
(p = 0,035). Folglich zeigten sich aortal signifikant vermehrte Anfarbungen TGF-
31-positiver Zellen in Patienten mit IpAS im Vergleich zu Probanden mit rpAS.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede der regionalen und gesamten
Expressionen von BMP-4-, MIF- und Gremlin-1-positiven Zellen verzeichnet
werden. Abbildung 16 zeigt reprasentativ die immunhistochemischen

Anfarbungen von BMP-4 in explantierten Aortenklappen.
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Abbildung 16: Mikroskopisch zeigt sich eine deutliche Anfarbung von Bone
Morphogenetic Protein 4 in explantierten rasch und langsam progredienten
Aortenklappenstenosen. Die Abbildung zeigt deutliche Anfarbungen von Bone
Morphogenetic Protein 4 (BMP-4) im Gewebe explantierter hochgradig stenosierter
Aortenklappen. Referenzbalken entspricht 20 um (40-fache Vergré3erung).

Es fallt ein ubiquitdares Vorkommen von BMP-4 im Gewebe von Patienten mit
IpAS auf. Im Vergleich zu BMP-2 und BMP-7 ist eine weniger starke
Hintergrundféarbung, sondern vor allem eine Anfarbung von Zellen bemerkbar.
Im Gewebe von Patienten mit rpAS sind die Expressionen vor allem an den
Klappenrandern zu verzeichnen. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede
der aortalen bzw. ventrikularen Expressionen zwischen den Kohorten rpAS und
IpAS. Auch unterschied sich die Gesamtanzahl BMP-4-positiver Zellen nicht
zwischen den beiden Kohorten (rpAS / IpAS: 40,50 (IQA: 32,58 — 64,67) /
87,33(28,84 — 160,00) (Power = 28,5 %). Aortal lag die Expression von BMP-4
im Median bei 39,84 positiven Zellen (IQA: 27,00 — 84,25) in rpAS und bei
105,17 (IQA: 57,5 — 165,58) in IpAS. Abbildung 17 zeigt immunhistochemische
Farbungen von MIF-positiven Zellen im Herzgewebe.
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Abbildung 17: Mikroskopische Prasentation der Expression von Macrophage
Migration Inhibitory Factor in explantierten rasch und langsam progredienten
Aortenklappenstenosen. Die Abbildung zeigt deutliche Anfarbungen von Macrophage
Migration Inhibitory Factor (MIF) im Gewebe explantierter hochgradig stenosierter
Aortenklappen. Referenzbalken entspricht 20 um (40-fache VergréR3erung).

Es féallen ubiquitare Anfarbungen von MIF im Gewebe auf. Insbesondere bei
Patienten mit rpAS scheint sich ventrikularseitig eine verstarkte Anfarbung im
Vergleich zu aortalseitig zu prasentieren. Statistisch konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied dargelegt werden. Weder die regionalen noch die
Gesamtexpressionen von MIF unterschieden sich zwischen Patienten mit rpAS
und IpAS (Power 5,6 %). So waren aortalseitig im Median 42,67 MIF-positive
Zellen (IQA: 27,34 — 90,83) und ventrikularseitig 78,00 (IQA: 58,00 — 161,00) in
rpAS sowie in IpAS aortal 68,00 (IQA: 54,50 -128,67) und ventrikular 51,33
(IQA: 43,67 — 84,33) MIF-positive Zellen festzustellen. Die Gesamtanzahl MIF-
positiver Zellen lag in der rpAS-Kohorte bei 47,50 (IQA: 25,50 — 94,08) und in
Patienten mit IpAS bei 59,33 (IQA: 33,67 — 76,67) Abbildung 18 reprasentiert
die Anfarbungen von Gremlin-1-positiven Zellen.
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Abbildung 18: Mikroskopische Prasentation der Expression von Gremlin-1 in
explantierten rasch und langsam progredienten Aortenklappenstenosen. Die
Abbildung zeigt die geringe Expression von Gremlin-1 in explantierten rasch und
langsam progredienten Aortenklappenstenosen. Referenzbalken entspricht 20 pm (40-
fache VergroéRerung).

Die Abbildung zeigt eine im Verhaltnis zu den BMPs geringe Anfarbung von
Gremlin-1 im Herzklappengewebe. Sehr eindricklich sind die vor allem an den
Randern der Herzklappe vorkommenden Expressionen von Gremlin-1. Wenn
auch nur in geringem Ausmal}, legt Abbildung 18 dar, dass vereinzelt Gremlin-
1-positive Zellen im Herzklappengewebe von Patienten mit AS vorkommen. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede der regionalen als auch der
Gesamtexpression von Gremlin-1 zwischen den Kohorten rpAS und IpAS
aufgezeigt werden (Power = 28,1 %). Die Gesamtanzahl Gremlin-1 positiver
Zellen belief sich im Median auf 4,34 (IQA: 0,08 — 41,34) in der IpAS-Kohorte
und 0 (0-1) in Patienten mit rpAS. Der Unterschied prasentierte sich signifikant
for trend (p = 0,054). Die regionalen Expressionen von Gremlin-1 zeigten sich

ebenfalls sehr gering, mit im Median aortal 0 Gremlin-1-positiven Zellen (IQA: O
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- 0,42) in rasch progredienten und 0,17 (IQA: 0 — 13,08) in langsam
progredienten AS sowie ventrikular mit 0 (IQA: 0 - 0,75) in der rpAS-Kohorte
und 0,50 Gremlin-1-positiven Zellen (IQA: 0 — 14,08) im Gewebe von Patienten
mit IpAS. Aufgrund von methodischen Vorfallen konnten nicht bei allen
Patienten die aortalen und ventrikularen Expressionen angegeben werden. Die
genauen Anzahlen der ausgewerteten Herzklappen pro Marker und Region sind
in Tabelle 9 aufgelistet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im Gewebe explantierter,
kalzifizierter und hochgradiger AS eine vergleichsweise hohe Anzahl BMP-2,
BMP-4-, BMP-7-, MIF- und TGF-R1-positiver Zellen und eine geringe Anzahl
CD3-, CD68- und Gremlin-1-positiver Zellen zu verzeichnen ist (Tabelle 9). Es
konnte gezeigt werden, dass IpAS aortal eine signifikant erhéhte Anzahl BMP-
2- und TGF-RB1-positiver Zellen im Vergleich zu rpAS aufweisen (Abbildungen
10 ,11, 14 und 15; p = 0,021 bzw. p = 0,035). Im Gewebe von Patienten mit
rpAS fallen ventrikular eine gehaufte Anzahl BMP-7-positiver Zellen auf
(Abbildungen 12 und 13; p = 0,042). Fur die anderen untersuchten Marker
konnten keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden, wobei hierzu jedoch
keine klare Aussage mdglich ist, da die Power zu gering ist.

Es konnte im Rahmen immunhistochemischer Farbungen gezeigt werden, dass
einige inflammatorische und fibrotischen Marker im Herzklappengewebe von
Patienten mit rpAS und IpAS unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen.
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Tabelle 9: Tabellarische Ubersicht immunhistochemischer Farbungen valvularer Zellen des Aortenklappengewebes von
Patienten mit rasch und langsam progredienter hochgradiger Aortenklappenstenose. Angaben gerundet in n (%) oder Median und

Interquartilsabstand (1.- 3.Quartil).

Parameter n (rpAS) n (IpAS) Rasch progrediente Langsam progrediente p-Wert
Aortenklappenstenose Aortenklappenstenose

N =25 =13 (52%) |=12(48%) |(rpAS) (IpAS)
Positive Zellen im Aortenklappengewebe
Gesamtzellzahl 13 (100 %) | 12 (100 %) 81,58 (62,31 — 148,46) 108,79 (85,12 — 154,57) n.s.
CD3 13 (100 %) | 12 (100 %) 2,83 (0,75 — 6,59) 4,84 (1,17 — 10,83) n.s.
CD68 13 (100 %) | 12 (100 %) 6,00 (3,00 — 16,67) 4,17 (1,09 — 18,25) n.s.
BMP-2 13 (100 %) | 11 (91,67 %) 67,75 (54,65 — 90,69) 92,50 (65,79 — 154,58) n.s.
BMP-4 12 (92,31 %) | 9 (75,00 %) 40,50 (32,58 — 64,67) 87,33 (28,84 — 160,00) n.s.
BMP-7 13 (100 %) | 11 (91,67 %) 48,17 (13,67 — 61,96) 47,83 (20,63 — 67,17) n.s.
MIF 12 (92,31 %) | 11 (91,67 %) 47,50 (25,50 — 94,08) 59,33 (33,67 — 76,67) n.s.
Gremlin-1 13 (100 %) | 12 (100 %) 0(0-1) 4,34 (0,08 — 41,34) n.s.
TGF-R1 13 (100 %) | 11 (91,67 %) 31,67 (24,34 — 37,34) 90,00 (30,34 — 133,50) n.s.
Positive Zellen im aortalseitigen Aortenklappengewebe
Gesamtzellzahl 13 (100 %) | 12 (100 %) 63,99 (40,68 — 94,43) 124,76 (84,76 — 143,59) n.s.
CD3 10 (76,92 %) 5 (41,67 %) 1,50 (0,25 — 4,00) 3,00 (1,5 -18,67) n.s.
CD68 9(69,23%) | 4 (33,33 %) 7,00 (4,00 — 10,17) 9,17 (2,67 — 25,42) n.s.
BMP-2 11 (84,61 %) | 5 (41,67 %) 57,33 (47,50 — 116,67) 134,00 (97,84 — 178,00) | 0,021
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Parameter n (rpAS) n (IpAS) Rasch progrediente Langsam progrediente p-Wert
Aortenklappenstenose Aortenklappenstenose

N =25 =13 (52%) |=12(48%) | (rpAS) (IpAS)

BMP-4 10 (76,92 %) | 6 (50,00 %) 39,84 (27,00 — 84,25) 105,17 (57,5 — 165,58) n.s.
BMP-7 7 (53,84 %) 6 (50,00 %) 28,67 (8,00 — 38,67) 71,33 (6,50 — 107,08) n.s.
MIF 9(69,23 %) | 5 (41,67 %) 42,67 (27,34 — 90,83) 68,00 (54,50 — 128,67) n.s.
Gremlin-1 10 (76,92 %) 6 (50,00 %) 0(0-0,42) 0,17 (0 — 13,08) n.s.
TGF-R1 11 (84,61 %) | 7 (58,33 %) 23,67 (16,67 — 38,00) 113,33 (36,84 — 170,50) | 0,035
Positive Zellen im ventrikularseitigen Aortenklappengewebe

Gesamtzellzahl 13 (100 %) | 12 (100 %) 109,48 (74,26 — 202,48) 92,83 (85,47 — 181,93) n.s.
CD3 10 (76,92 %) | 5 (41,67 %) 1,17 (0 — 4,58) 2,67 (0,50 -10,34) n.s.
CD68 9(69,23 %) | 4 (33,33 %) 6,67 (1,17 - 14,00) 8,34 (4,5 — 32,17) n.s.
BMP-2 11 (84,61 %) 6 (50,00 %) 77,50 (55,33 - 135,00) 83,17 (33,67 — 93,00) n.s.
BMP-4 10 (76,92 %) | 6 (50,00 %) 41,17 (22,92 — 104,5) 81,67 (43,50 — 133,99) n.s.
BMP-7 7 (53,84 %) 6 (50,00 %) 61,00 (31,17 — 101,00) 23,00 (16,50 — 37,00 0,042
MIF 9 (69,23 %) 5 (41,67 %) 78,00 (58,00 — 161,00) 51,33 (43,67 — 84,33) n.s.
Gremlin-1 10 (76,92 %) | 6 (50,00 %) 0 (0 - 0,75) 0,50 (0 — 14,08) n.s.
TGF-R1 11 (84,61 %) 7 (58,33 %) 46,67 (20,67 — 63,33) 57,33 (16,33 — 78,00) n.s.
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BMP — engl. Bone Morphogenetic Protein, dt.Knochenmorphogenetisches Protein; CD
— engl. Cluster of Differentiation, dt. Cluster der Differenzierung; CXCL14 - CXC - Motiv
Chemokinligand 14; CXCR4-CXC - Motiv Chemokinrezeptor 4; CXCR7 - CXC — Motiv
Chemokinrezeptor 7; IpAS — langsam progrediente Aortenklappenstense; MIF- engl.
Macrophage Migration Inhibitory Factor, dt. Makrophagen-Migrationsinhibierender
Faktor; n.s. — nicht signifikant, rpAS- rasch progrediente Aortenklappenstenose, SDF-1
- engl. stroma cell- derived factor, dt. Stromazellfaktor 1, TGF-B1 — engl. Transforming
Growth Factor 31, dt. transformierender Wachstumsfaktor 31.

3.1.3 Monozytare und thrombozytdare Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner von Patienten mit rasch und langsam progredienter

Aortenklappenstenose

In einer Kohorte von zehn Patienten wurden die Expressionen von BMP-2,
BMP-4, BMP-7, Gremlin-1, MIF, CXCL14, SDF-1, CXCR-4, CXCR-7 und TGF-
31 auf der Oberflache und intrazellular von CD14- und CD42b-positiven Zellen
durchflusszytometrisch untersucht. Es wurden die mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFIs) zwischen Patienten mit rpAS und IpAS
verglichen. Da einzelne Proben aufgrund labortechnischer Vorfélle nicht
auswertbar waren, besteht eine sehr geringe Fallzahl. In diesem Teil wird die
deskriptive Statistik beschrieben. Des Weiteren erfolgte eine Power-Analyse zur
Fallzahlkalkulation fir weitere Studien.

Im Rahmen von durchflusszytometrischen Analysen konnte gezeigt werden,
dass alle untersuchten Marker in jeder untersuchten Kohorte in und auf
Monozyten und Thrombozyten nachweisbar sind. Es fielen keine signifikanten
Unterschiede der thrombozytaren und monozytaren intrazellularen und
oberflachlichen Expressionen von BMP-2, BMP-7, MIF, Gremlin-1, TGF-31,
SDF-1, CXCR4, CXCR7 und CXCL14 zwischen Patienten mit rpAS und IpAS
auf, wie Tabelle 10 darlegt. Trotz der geringen Fallzahl konnte eine signifikant
geringe intrazellulare Expression von BMP-4 in Monozyten in Patienten mit
rpAS im Vergleich zu IpAS aufgezeigt werden (p = 0,038) (Tabelle 10). Der
Median der MFI nicht permeabilisierter CD14/BMP-4-positiver Zellen von
216,00 (IQA: 52,00 — 974,00) in der rpAS-Kohorte bzw. 193,43 (23,35 — 735,00)
in der IpAS-Kohorte spricht fir eine deutliche Anfarbung von BMP-4. Auch
intrazellulare Anfarbungen von BMP-4 in Monozyten deuten mit einem Median
der MFI 177,00 (44,00 -559,00) in Patienten mit rpAS
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Tabelle 10: Tabellarische Ubersicht der mittleren Flourszenzintensititen monozytarer und thrombozytérer
durchflusszytometrischer Farbungen. Angaben in n (%) oder Median und Interquartilsabstand (1.-3.Quartil) der MFls.

Parameter n (rpAS) n (IpAS) Rasch progrediente Langsam progrediente p-Wert
N = 10 (100 %) =5(50%) | =5(50%) |Aortenklappenstenose (rpAS) | Aortenklappenstenose (IpAS)

Monozytare Oberflachenfarbungen (nicht permeabilisierte CD14-positive Zellen)

CD14/BMP-2 4(80%) | 4 (80 %) 345,10 (49,70 — 897,75) 47,80 (32,40 — 366,00) n.s.
CD14 /BMP-4 3 (60 %) 3 (60 %) 216,00 (52,00 — 974,00) 193,43 (23,35 — 735,00) n.s.
CD14/BMP-7 4(80%) | 3(60 %) 376,40 (27,60 — 883,00) 31,00 (14,18 — 398,69) n.s.
CD14/MIF 2 (40 %) | 4 (80 %) 113,50 (109,00 — 115,75) 103,00 (8,80 — 447,50) n.s.
CD14/Gremlin-1 4 (80 %) 4 (80 %) 202,50 (66,80 — 268,75) 48,57 (16,90 — 220,50) n.s.
CD14/SDF-1 2(40%) | 4 (80 %) 117,70 (35,40 — 158,85) 342,50 (137,68 — 2449,00) n.s.
CD14/CXCR4 2 (40 %) | 4 (80 %) 551,50 (171,00 — 741,75) 214,00 (76,18 — 817,50) n.s.
CD14/CXCR7 2 (40 %) 4 (80 %) 193,90 (89,80 — 245,95) 95,40 (47,28 — 230,00) n.s.
CD14/CXCL14 2(40%) | 4 (80 %) 844,00 (732,38 — 899,81) 830 (645,00 — 1438,50) n.s.
CD14/TGF-R1 2 (40 %) 4 (80 %) 221,50 (130,00 — 267,25) 36,70 (18,95 — 100,55) n.s.
Intrazellulare Monozytenfarbungen (permeabilisierte CD14-positive Zellen)

CD14/BMP-2 4(80%) | 3(60 %) 273,60 (37,98 — 532,25) 61,00 (28,35 — 364,00) n.s.
CD14/BMP-4 3(60%)| 4 (80 %) 177,00 (44,00 —559,00) 623,00 (591,75 — 775,00) | 0,038
CD14/BMP-7 3(60%) | 3(60 %) 17,80 (17,80 — 907,00) 29,00 (15,65 — 802,76) n.s.
CD14/MIF 2 (40 %) | 4 (80 %) 99,30 (93,60 — 102,15) 78,80 (46,05 — 120,39) n.s.
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Parameter n (rpAS) n (IpAS) Rasch progrediente Langsam progrediente p-Wert
N =10 =5(50%) | =5(50%) |Aortenklappenstenose (rpAS) | Aortenklappenstenose (IpAS)
CD14/Gremlin-1 4(80%) | 4 (80 %) 178,50 (47,25 —246,75) 53,00 (23,63 — 208,04) n.s.
CD14/SDF-1 2 (40 %) 4 (80 %) 137,25 (36,50 — 187,63) 362,50 (182,00 — 496,50) n.s.
CD14/CXCR4 2 (40 %) 4 (80 %) 126,00 (89,30 — 144,35) 173,00 (103,40 — 700,50) n.s.
CD14/CXCR7 2(40%) | 4 (80 %) 218,00 (125,00 — 264,50) 96,45 (32,30 — 341,50) n.s.
CD14/CXCL14 2 (40 %) 3 (60 %) 563,50 (405,00 — 642,75) 849,00 (708,00 — 1204,00) n.s.
CD14/TGF-R1 3(60%) | 3(60 %) 99,00 (31,00 — 123,40) 55,00 (21,50 — 141,00) n.s.
Thrombozytare Oberflachenfarbungen (nicht permeabilisierte CD42b-positive Zellen)

CD42b/BMP-2 4(80 %) | 5 (100 %) 35,05 (14,50 — 55,38) 58,25 (17,75 — 72,65) n.s.
CD42b/BMP-4 4(80 %) | 5 (100 %) 33,35 (8,75 — 66,40) 39,32 (16,60 — 69,85) n.s.
CD42b/BMP-7 4(80%) | 3(60 %) 19,05 (16,18 — 24,55) 16,35 (2,71 — 19,90) n.s.
CD42b/MIF 2 (40 %) 4 (80 %) 23,25 (15,00 — 27,38) 19,30 (8,28 — 28,29) n.s.
CD42b/Gremlin-1 | 4 (80%) | 3 (60 %) 39,30 (23,63 — 132,30) 28,95 (17,90 — 47,20) n.s.
CD42b/SDF-1 3(60%) | 4 (80 %) 9,16 (8,91 — 9,41) 14,50 (10,10 — 18,40) n.s.
CD42b/CXCR4 2 (40 %) 4 (80 %) 172,55 (48,10 — 234,78) 136,00 (71,00 — 346,00) n.s.
CD42b/CXCR7 2(40%) | 4 (80 %) 37,25 (32,50 — 103,00) 40,10 (36,20 — 112,50) n.s.
CD42b/CXCL14 2 (40 %) 4 (80 %) 147,00 (120,00 — 160,50) 173,00 (158,00 — 198,50) n.s.
CD42b/TGF-R1 3(60%) | 4 (80 %) 33,50 (30,50 — 36,50) 134,00 (64,20 — 173,50) n.s.
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Parameter n (rpAS) n (IpAS) Rasch progrediente Langsam progrediente p-Wert
N =10 =5(50%) | =5(50%) |Aortenklappenstenose (rpAS) | Aortenklappenstenose (IpAS)
Intrazellulare Thrombozytenfarbungen (permeabilisierte CD42b-positive Zellen)

CD42b/BMP-2 4 (80 %) | 5 (100 %) 39,60 (22,00 — 91,18) 47,00 (17,80 —247,50) n.s.
CD42b/BMP-4 4 (80 %) | 5 (100 %) 80,60 (39,38 — 89,13) 163,00 (56,19 — 208,73) n.s.
CD42b/BMP-7 4(80%) | 3(60 %) 39,80 (13,60 — 89,85) 22,20 (3,76 — 217,05) n.s.
CD42b/MIF 2 (40 %) | 4 (80 %) 25,99 (7,58 — 35,19) 14,70 (8,65 — 150,50) n.s.
CD42b/Gremlin-1 | 4 (80%) | 3 (60 %) 43,95 (33,38 — 245,63) 54,63 (34,70 — 190,00) n.s.
CD42b/SDF-1 2(40%) | 4 (80 %) 6,87 (3,96 — 8,33) 20,40 (16,70 — 24,34) n.s.
CD42b/CXCR4 3 (60 %) 4 (80 %) 133,00 (42,00 — 202,00) 162,00 (85,10 — 3941,00) n.s.
CD42b/CXCR7 3(60%) | 4 (80 %) 127,00 (37,00 — 704,00) 252,00 (120,00 — 2634,00) n.s.
CD42b/CXCL14 2(40%) | 4 (80 %) 185,00 (157,00 — 199,00) 149,90 (127,00 — 154,25) n.s.
CD42b/TGF-31 2 (40 %) 4 (80 %) 103,75 (86,50 — 112,38) 58,00 (48,80 — 76,25) n.s.

BMP — engl. Bone Morphogenetic Protein, dt.Knochenmorphogenetisches Protein; CD — engl. Cluster of Differentiation, dt. Cluster der
Differenzierung; CXCL14 - CXC - Motiv Chemokinligand 14; CXCR4-CXC - Motiv Chemokinrezeptor 4; CXCR7 - CXC — Motiv
Chemokinrezeptor 7; IpAS - langsam progrediente Aortenklappenstense; MIF- engl. Macrophage Migration Inhibitory Factor, dt.
Makrophagen-Migrationsinhibierender Faktor; MFIs — Mittlere Fluoreszenzintensitaten (pl.); n.s. — nicht signifikant; rpAS- rasch
progrediente Aortenklappenstenose; SDF-1 - engl. stroma cell- derived factor, dt. Stromazellfaktor 1; TGF-B1 — engl. Transforming

Growth Factor 31, dt. transformierender Wachstumsfaktor 1.
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bzw. 623,00 (IQA: 591,75 — 775,00) in der IpAS-Kohorte auf ein hohes
Vorkommen von BMP-4 hin. Die intrazellulare Expression von BMP-4 in
Monoyzten unterschied sich signifikant zwischen den beiden Kohorten rpAS
und IpAS (p = 0,038). In den Farbungen der Thrombozyten zeigten sich
vergleichsweise geringere Anfarbungen von BMP-4 mit einem Median nicht
permeabilsierter Zellen der rpAS-Gruppe von 33,35 (IQA: 8,75 — 66,40) bzw.
39,32 (IQA: 16,60 — 69,85) in der IpAS-Kohorte. Intrazellular zeigte sich in
Patienten mit IpAS eine vergleichsweise starkere thrombozytare Anfarbung von
BMP-4 mit einem Median bei 163,00 (IQA: 56,19 — 208,73) im Vergleich zu
80,60 (IQA: 39,38 — 89,13) in Patienten mit rpAS. Der Unterschied zeigte sich
nicht signifikant. Signifikant for trend zeigt sich die reduzierte intrazellulare
Anfarbung von BMP-7 in Monozyten von Patienten mit rpAS im Vergleich zu
IpPAS (p = 0,054). Im Vergleich zu BMP-2 und BMP-4 waren fur BMP-7 sehr
geringe Expressionen auf Monozyten und Thrombozyten nachweisbar.
Insbesondere sind fur die thrombozytaren Oberflachenexpressionen von BMP-7
vergleichsweise geringe MFIs nachweisbar (CD42b/BMP-7: rpAS: 19,05 (IQA:
16,18 - 24,55), IpAS: 16,35 (IQA: 2,71 — 19,90). Es zeigten sich deutliche
Anfarbungen von BMP-4, SDF-1, CXCR4 und CXCL14 in und auf Monozyten,
wie die vergleichsweise hohen MFIs darlegen (Tabelle 10). Eine Anfarbung in
Monozyten und Thrombozyten war fir Gremlin-1 zu beobachten, mit einem
vergleichsweise hohen Median von 202,50 (IQA: 66,80 — 268,75) in
CD14/Gremlin-1-positiven Zellen von Patienten mit rpAS im Vergleich zu 48,57
(IQA: 16,90 — 220,50) bei Patienten mit IpAS. Intrazellular zeigten sich die
Mediane ahnlich: in der rpAS-Kohorte mit 178,50 (IQA: 47,25 -246,75), in der
IpAS-Kohorte mit 53,00 (IQA: 23,63 — 208,04). Deutlich geringer waren die
Anfarbungen auf der thrombozytaren Oberflache mit 39,30 (IQA: 23,63 —
132,30) fur rpAS-Patienten und 28,95 (IQA: 17,90 — 47,20) in der IpAS-Kohorte.
Im Vergleich hierzu prasentierten sich die intrazellularen thrombozytaren
Anfarbungen mit 43,95 (IQA: 33,38 — 245,63) in der rpAS-Kohrte bzw. 54,63
(IQA: 34,70 — 190,00) in Patienten mit IpAS etwas starker. In allen Zellreihen fiel
eine starke Anfarbung von CXCR4 auf, beispielsweise der Median nicht
permeabilisierter CD14/CXCR4-positiver Zellen von 551,50 (IQA: 171,00 —
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741,75) fur rpAS-Patienten und 214,00 (IQA: 76,18 — 817,50) in der IpAS-
Kohorte. Auch auf Thrombozyten zeigte CXCR4 eine deutliche Anfarbung: mit
einem Median von 172,55 (48,10 — 234,78) in der rpAS-Kohorte, bzw. 136,00
(71,00 — 346,00) in der IpAS-Kohorte. Der Unterschied zwischen den beiden
Kohorten war nicht signifikant. Ebenfalls deuteten die Messwerte auf eine
deutliche Expression von CXCR7 hin. Der Median der Expression von CXCR7
in Thrombozyten liegt in der rasch progredienten Kohrote bei 127,00 (IQA:
37,00 — 704,00), in der langsam progredienten bei 252,00 (IQA: 120,00 —
2634,00). Es bestand kein signifikanter Unterschied. Vor allem monozytar, aber
auch thrombozytar waren deutliche oberflachliche Anfarbungen von CXCL14 zu
verzeichnen, die sich jedoch nicht zwischen den beiden Kohorten rpAS und
IpAS unterschieden (CD14/CXCL14: rpAS: 844,00 (IQA: 732,38 — 899,81);
IpAS: 830 (IQA: 645,00 — 1438,50); CD42b/CXCL14: rpAS147,00 (IQA: 120,00
— 160,50); IpAS: 173,00 (IQA: 158,00 — 198,50)). Im Vergleich hierzu waren
sehr geringe Anfarbungen fir MIF und TGF-B1 in permeabilisierten und nicht
permeabilisierten Monozyten und Thrombozyten zu verzeichnen, wie Tabelle 10
darlegt. SDF-1 zeigte eine deutliche oberflachliche Anfarbung auf Monozyten in
der IpAS-Kohorte (342,50 (IQA: 137,68 — 2449,00)), war jedoch auch in der
rpAS-Kohorte vertreten (117,70 (IQA: 35,40 — 158,85)). Im Vergleich zu
Monozytenfarbungen prasentierten sich die Expressionen von SDF-1 in
thrombozytaren Anfarbungen sehr gering. Vor allem auf der thrombozytaren
Oberflache sind sehr geringe Expressionen im Vergleich zu intrazellular
aufgetreten (CD42b/SDF-1: rpAS: 9,16 (IQA: 8,91 — 9,41); IpAS: 14,50 (IQA:
10,10 — 18,40); CD42b/SDF-1 permeabilisiert: rpAS: 6,87 (IQA: 3,96 — 8,33),
IpAS: 58,00 (IQA: 48,80 — 76,25)).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass kaum Unterschiede der
monozytaren und thrombozytdren Expressionen inflammatorischer und
fibrotischer Marker zwischen Patienten mit rpAS und IpAS aufgezeigt werden
konnten, was auf die geringen Fallzahlen zurlickzufuihren ist, da die Power bei
< 80 % lag. Aus diesem Grund wurden Power-Analysen fir ausgewéhlte
Marker durchgefuihrt, um die notwendige FallzahlgréRe pro Kohorte zu

berechnen. Die notwendigern Kohortengrof3en sind in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Kalkulierte KohortengréRe fir monozytare und thrombozytare
Expressionen von BMP-2,-4, -7 und Gremlin-1. Werte kalkuliert fiir eine Power von
Uber 80 % bei einem Signifikanzniveau von o = 0,05. Absolute Angaben.

Parameter | kalkulierte kalkulierte Power
Kohortengrofe Kohortengrof3e
rasch progredienter langsam progredienter
Aortenklappenstenosen | Aortenklappenstenosen
CD14 nicht permeabilisiert
BMP-2 5 5| >80%
BMP-4 13 13| >80%
BMP-7 11 11| >80%
Gremlin-1 28 28 | >80%
CD42b nicht permeabilisiert
BMP-2 21 21| >80%
BMP-4 34 34| >80%
BMP-7 97 97 | >80%
Gremlin-1 307 307 | >80 %

BMP - engl. Bone Morphogenetic Protein, dt.Knochenmorphogenetisches Protein, CD
— engl. Cluster of Differentiation, dt. Cluster der Differenzierung.

Es ist ersichtlich, dass fur thrombozytare Farbungen héhere Fallzahlen als far
monozytare Messungen notwendig sind. Um BMP-2 auf Thrombozyten
ausreichend charakterisierten zu konnen, ist eine Fallzahl von jeweils n = 21
Probanden notwendig, auf Monozyten nur von n = 5. FUr oberflachliche
Expressionen von BMP-4 auf Monozyten ist eine Kohortengro3e von jeweils n =
13 notwendig, fur thrombozytdre Messungen von jeweils n = 34. Fur BMP-7
werden jeweils elf Probanden benétigt, um aus monzytaren Messungen
hinreichende Schlisse ziehen zu kdnnen. Bei CD42b-positiven Zellen sind es
jeweils n = 97. Um eine Power von 80 % bei einem Signifikanzniveau von a =
0,05 zu erreichen, ist fur Gremlin-1 eine Kohortengrol3e von jeweils n = 28 fir
CD14, nicht permeabilsierte Zellen bzw. n = 307 fur CD42b, nicht

permeabilisiert Zellen notwendig.
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3.1.4 Korrelationen zwischen den Kklinischen und molekularbiologischen

Erscheindungsbildern der Aortenklappenstenose.

Es wurden Korrelationsanalysen  zwischen den  klinischen  und
molekularbiologischen Erscheinungsbildern der hochgradigen, kalzifizierten AS
durchgefuhrt. Die graphische Darstellung fir ausgewahlte Korrelationen ist
Tabelle 12 zu entnehmen. Es konnten sowohl signifikante Korrelationen
zwischen klinischen und immunhistochemischen Parametern gezeigt werden.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden an dieser Stelle nicht alle, sondern
ausgewahlte Korrelationen tabellarisch abgebildet.

Es konnte eine negative Korrelation zwischen der Anzahl BMP-2 positiver
Zellen im Herzklappengewebe und der Hohe des Framingham Risk Scores
aufgezeigt werden (r = -0,442, p = 0,030). Die aortale Expression von BMP-2
zeigte eine positive Korrelation mit dem mittleren Druckgradienten utber der
Aortenklappe (r = 0,537, p = 0,039), was ebenfalls fur MIF gezeigt werden
konnte (r = 0,492, p = 0,023). Die Anzahl Gremlin-1-positiver Zellen im
Herzklappengewebe korrelierte negativ mit dem mittleren Druckgradienten tber
der Aortenklappe (r = -0,453, p = 0,030). Eine weitere Korrelation zwischen
immunhistochemischen Daten und echokardiographischen Beschreibungen der
Herzklappe zeigte die positive Korrelation der ventrikularen Expression von
BMP-2 mit der Aortenklappendffnungsflache (r = 0,631, p = 0,009). Neben den
Korrelationen mit echokardiographischen Daten konnten fur die BMPs auch
multiple Korrelationen mit klinischen Parametern dargelegt werden. Eine
positive Korrelation zeigte sich fur die Anzahl BMP-7-positiver Zellen im
Herzklappengewebe und der Hohe des STS-Scores (r = 0,531, p = 0,008). Des
Weiteren zeigten sich Korrelationen zwischen der Anzahl BMP-7 positiver
Zellen im Herzklappengewebe und den systolischen Blutdruckwerten (r = 0,414,
p = 0,044) sowie dem Vorhandensein einer Dyslipoproteinamie (r = 0,432, p =
0,035). Eine positive Korrelation bestand zwischen der Anzahl ventrikulérer
BMP-7-positiver Zellen und einer Synkope als Erstsymptom (r = 0,732, p =
0,004).
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Tabelle 12: Korrelationen klinischer und immunhistochemischer Marker

rasch Euro Il Aorten- mittlerer Linksven-
R-Wert
prog- Score klappen- Druck- trikulare
p-Wert
redient offnungs- | gradient Ejektions-
flache fraktion
rasch 0,046 0,147 -0,109 -0,184
proqredi_ent n.s. n.s. n.s. n.s.
Tage set -0,837 0,087 -0,176 -0,098 0,151
S tom-
ymptom p <0,001 n.s. n.s. n.s. n.s.
beginn
Framingham 0,005 0,440 -0,145 -0,099 0,207
Score n.s. p = 0,024 n.s. n.s. n.s.
STS Score -0,210 0,021 -0,063 0,000 0,017
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
plotzlicher
0,507 0,250 0,173 -0,086 -0,080
Symptom-
_ p=0,011 n.s. n.s. n.s. n.s.
beginn
Erstsymptom -0,355 -0,102 -0,012 -0,273 -0,037
Synkope for trend n.s. n.s. n.s. n.s.
Erstsymptom 0,316 0,422 -0,071 0,000 -0,256
Belastungs-
StUngs n.s.| p=0,032 n.s. n.s. n.s.
dyspnoe
MIF 0,072 -0,102 -0,241 0,492 0,151
total n.s. n.s. n.s. p =0,023 n.s.
BMP-2 0,453 -0,298 -0,288 0,537 0,173
aortal for trend n.s. n.s. p =0,039 n.s.
BMP-2 0,000 -0,050 0,631 0,117 0,121
ventrikular n.s. n.s. p = 0,009 n.s. n.s.
BMP-7 0,140 -0,062 0,180 0,181 -0,018
total n.s. n.s n.s. n.s. n.s.
BMP-7 0,206 -0,127 0,052 0,506 0,398
aortal n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Gremlini total 0,396 -0,080 -0,099 -0,453 -0,368
for trend n.s. n.s. p = 0,030 for trend
Gremlinl 0,232 -0,070 -0,375 -0,092 -0,368
ventrikular n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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R-Wert Dyslipo- systolische Leukozyten- | CD3 ven-
p-Wert proteinamie | Blutdruckwerte | anzahl trikular
rasch -0,167 0,097 -0,272 0,250
progredient n.s. n.s. n.s. n.s.
Tage seit
0,067 -0,187 0,239 -0,531
Symptom-
) n.s. n.s. n.s. p = 0,042
beginn
Framingham 0,489 0,614 0,151 0,313
Score p =0,011 p = 0,001 n.s. n.s.
0,150 0,018 -0.420 -0,149
Euro Il Score
n.s. n.s. p =0,034 n.s.
plétzlicher
-0,293 0,079 -0,502 0,241
Symptom-
) n.s. n.s. p =0,015 n.s.
beginn
Erstsymptom 0,592 0,154 0,155 -0,216
Synkope p = 0,002 n.s. n.s. n.s.
Erstsymptom
-0,329 -0,453 -0,498 0,517
Belastungs-
n.s. p = 0,020 p =0,011 p = 0,048
dyspnoe
-0,056 0,202 0,090 0,666
CD3 aortal
n.s. n.s. n.s. p = 0,007
MIF 0,328 0,211 0,316 0,466
total n.s. n.s. n.s. for trend
BMP-2 -0,270 0,055 -0,051 0,512
aortal n.s. n.s. n.s. for trend
BMP-7 0,432 0,414 0,149 0,117
total p = 0,035 p = 0,044 n.s. n.s.
BMP-7 0,492 0,262 -0,112 0,047
aortal for trend n.s. n.s. n.s.
_ 0,198 0,390 0,008 -0,039
Gremlinl total
n.s. for trend n.s. n.s.
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R-Wert Gremlin 1 Gremlin 1 BMP-2 BMP-4
p-Wert aortal total total total
rasch 0,258 0,396 0,115 0,302
progredient n.s. for trend n.s. n.s.
Framingham -0,258 0,242 -0,442 -0,156
Score n.s. n.s. p = 0,030 n.s.
STS Score -0,334 0,249 0,118 0,213
n.s. n.s. n.s. n.s.
plotzlicher
0,580 0,381 0,026 -0,124
Symptom-
) p =0,019 n.s. n.s. n.s.
beginn
Erstsymptom -0,360 -0,397 -0,046 0,000
Synkope n.s. p = 0,049 n.s. n.s.
Erstsymptom
0,303 0,059 0,348 0,238
Belastungs-
n.s. n.s. for trend n.s.
dyspnoe
CD3 aortal 0,070 0,070 0,470 0,204
n.s. n.s. n.s. n.s.
CD68 aortal -0,021 -0,021 0,412 0,556
n.s. n.s. n.s. p = 0,094
MIF 0,111 -0,059 0,425 0,556
total n.s. n.s. p = 0,049 p =0,011
BMP-2 0,738 -0,059 0,736 0,507
aortal p = 0,003 n.s. p = 0,001 for trend
BMP-2 0,024 -0,387 0,737 0,044
ventrikular n.s. n.s. p = 0,001 n.s.
BMP-7 -0,097 0,267 0,327 0,565
total n.s. n.s. n.s. p = 0,009
BMP-7 -0,168 0,204 0,713 0,562
aortal n.s. n.s. p = 0,009 n.s.
Gremlinl total 1,000 0,105 0,033
p <0,001 n.s. n.s.
Gremlinl 0,969 0,969 0,624 -0,214
ventrikular p <0,001 p <0,001 p =0,013 n.s.
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BMP-4 BMP-7
R-Wert BMP-4 _ BMP-7 _ TGF-R1
ventri- ventri-
p-Wert ortal total aortal
kular kular-
rasch 0,420 0,336 0,140 -0,619 0,516
progredient n.s. n.s. ns.| p=0,024 | p=0,028
-0,104 0,091 0,531 -0,250 0,073
STS Score
n.s. ns.| p=0,008 n.s. n.s.
plotzlicher
-0,168 0,028 0,186 -0,732 0,063
Symptom-
) n.s. n.s. n.s.| p=0,004 n.s.
beginn
Erstsymptom -0,017 -0,156 0,210 0,732 -0,086
Synkope n.s. n.s. n.s.| p=0,004 n.s.
Erstsymptom
0,424 0,512 0,147 -0,592 0,318
Belastungs-
n.s.| p=0,043 ns.| p=0,033 n.s.
dyspnoe
0,204 -0,023 0,237 -0,149 0,639
CD3 aortal
n.s. n.s. n.s. n.s. p =0,010
0,556 0,781 0,336 -0,009 0,841
CD68 aortal
n.s.| p =0,002 n.s. n.s.| p<0,001
MIF 0,715 -0,031 0,503 0,072 0,717
total p = 0,002 n.s.| p=0,017 n.s.| p=0,001
BMP-2 0,732 0,335 0,417 -0,143 0,729
aortal p = 0,003 n.s. n.s. n.s.| p=0,001
BMP-2 0,009 0,413 0,512 0,631 -0,013
ventrikular n.s. ns., p=0035| p=0,021 n.s.
BMP-7 0,445 0,580 0,486 0,560
total fortrend | p =0,018 fortrend | p =0,016
BMP-7 0,562 0,649 1,000 0,486 0,497
aortal for trend p=0,023| p<0,001| fortrend for trend

n.s. - nicht signifikant, total - Gesamtanzahl aller positiven Zellen des jeweligen
Markers im Herzklappengewebe.
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Dartber hinaus korrelierte die ventrikulare Anzahl BMP-7-positiver Zellen im
Aortenklappengewebe negativ mit einem plétzlichen Beginn des Erstsymptoms
(r = -0,732, p = 0,004) sowie mit dem Erstsymptom Belastungsdyspnoe (r = -
0,592, p = 0,033). Eine Korrelation mit dem Erstsymptom Belastungsdyspnoe
wurde auch fir die ventrikulare Expression von BMP-4 verzeichnet, jedoch war
diese im Vergleich zur Korrelation mit BMP-7 positiv (r = 0,512, p = 0,043). Die
Anzahl Gremlin-1-positiver Zellen korrelierten signifikant for trend positiv mit
den Tagen von Diagnose mit Operationszeitpunkt bei Patienten mit rpAS (r =
0,396, p = 0,050). Neben diesen klinischen Korrelationen bestanden auch
multiple immunhistochemische Korrelationen. Die Anzahl aortaler BMP-2-
positiver Zellen korrelierte nicht nur positiv mit der Anzahl TGF-R1-positiver
Zellen (r = 0,729, p = 0,001), sondern auch mit der Anzahl aortaler Gremlin-1- (r
= 0,738, p = 0,003) und aortaler BMP-4-positiver Zellen (r = 0,732, p = 0,003).
Die Anzahl aller BMP-2-positiver Zellen im Herzklappengewebe korrelierte zum
einen positiv mit der Anzahl aller MIF-positiven Zellen (r = 0,425, p = 0,049) als
auch mit der aortalen Anzahl BMP-7- (r = 0,713, p = 0,009) bzw. ventrikularerer
Gremlin-1-positiver Zellen (r = 0,624, p = 0,013). Fur die Anzahl aller BMP-7-
positiver Zellen bestanden multiple positive Korrelationen, z.B. zur Anzahl aller
BMP-4-positiven Zellen (r = 0,565, p = 0,009) und der aortalen Expression TGF-
31-positiver Zellen im Herzklappengewebe (r = 0,560, p = 0,016). Die aortale
Expression TGF-31-positiver Zellen korrelierte ebenfalls positiv mit der Anzahl
MIF-positiver Zellen (r = 0,717, p = 0,001) bzw. CD3-positiver Zellen (r = 0,639,
p = 0,010). Fur die aortale Expression CD68 positiver Zellen bestanden
Korrelationen mit der Anzahl ventrikularer BMP-4-positiver Zellen (r = 0,781, p =
0,002). Eine sehr starke Korrelation konnte zwischen der aortalen Expression
von CD68- und TGF-R1-positiver Zellen (r = 0,841, p < 0,001) aufgezeigt

werden.
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3.2 Dynamische thrombozytare und monozytare Proteinexpressionen der

BMPs und ihrer Interaktionspartner

Die Interaktionspartner der BMPs zeigten ein dynamisches Expressionmuster.
Die intrazellulare thrombozytare Expression von CXCR4 war postoperativ im
Vergleich zu préaoperativ signifikant reduziert (p = 0,025), wie Abbildung 19
zeigt. Der Median der MFIs permeabilisierter CD4b/CXCRA4-positiver Zellen lag
bei 85,10 (IQA: 42,00 — 202,00) und unterschied sich signifikant vom
postoperativen Median, der sich auf 72,25 (IQA: 63,20 — 75,85) belief (p =
0,025).
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Abbildung 19: Es besteht eine dynamische intrazellulare thrombozytare
Expression von CXCR4. Die Abbildung zeigt Ergebnisse durchlusszytometrischer
Analysen. Intrazellulare Anfarbungen von CXC - Motiv Chemokinrezeptor 4 (CXCR4)
zeigen bei Patienten mit Aortenklappenstenose postoperativ im Vergleich zu
praoperativ signifikant reduzierte Expressionen (p = 0,025). Abgebildet sind die
einzelnen Messungen sowie der Median und Interquartilsabstande (1. — 3. Quartil).

Die Oberflachenexpressionen von CXCR4 auf Thrombozyten waren mit
praoperativ 48,45 (IQA: 22,28 — 68,40) und postoperativ 44,35 (IQA: 34,88 —
66,40) etwas geringer und unterschieden sich nicht signifikant untereinander.
Die monozytaren Oberflachenexpressionen von CXCR4 waren mit praoperativ
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788,50 (IQA: 465,00 — 908,00) und postoperativ 528,00 (IQA: 164,00 — 856,00)
im Vergleich deutlich starker ausgepragt. Ebenfalls zeigte sich in Monozyten
eine deutliche Anfarbung. Sie lag praoperativ bei 444,00 (IQA: 267,00 — 738,00)
und postoperativ bei 713,00 (IQA: 148,00 — 763,00). Die monozytaren
Expressionen von CXCR4 unterschieden sich nicht signifikant praoperativ und
postoperativ. Wie intrazellulare Anfarbungen von CXCR4 zeigten sich die
intrazellularen thrombozytdren Expressionen von CXCR7 postoperativ mit
einem Median der MFIs von 77,65 (IQA: 66,23 — 105,25) signifikant reduziert im
Vergleich zu préoperativ (p = 0,028). Der Median lag praoperativ bei 127,00
(IQA: 50,80 — 341,00), wie Abbildung 20 zu entnehmen ist.
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Abbildung 20: Es besteht eine dynamische intrazellulare thrombozytare
Expression von CXCR7. Die Abbildung zeigt Ergebnisse durchlusszytometrischer
Analysen Intrazellulare Anfarbungen von CXC - Motiv Chemokinrezeptor 7 (CXCR7)
zeigen bei Patienten mit Aortenklappenstenose postoperativ im Vergleich zu
praoperativ signifikant reduzierte Expressionen (p = 0,028). Abgebildet sind die
einzelnen Messungen sowie der Median und Interquartilsabstande (1. — 3. Quartil).

Die thrombozytaren Oberflachenexpressionen von CXCR7 zeigten préoperativ
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur postoperativen Expression
(préoperativ: 89,50 (IQA: 53,50 — 167,25); postoperativ 81,65 (IQA: 59,20 —

235,00)). Mit einem Median von 262,00 (IQA: 180,50 — 341,50) praoperativ und
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284,00 (IQA: 137,00 - 355,00) postoperativ unterscheiden dich die
intrazellularen Expressionen von CXCR7 in Monozyten ebenfalls nicht
signifikant. Die Oberflachenexpression von CXCR7 auf Monoyzten war hierzu
im Vergleich etwas geringer und lag préoperativ bei 227,00 (IQA: 150,70 —
302,00) bzw. postoperativ bei 213,00 (IQA: 125,00 — 254,00). Im Vergleich zu
CXCRY7 zeigte die monozytare Oberflachenexpression von TGF-31 signifikante
Unterschiede zwischen préaoperativen und postoperativen Messungen, wie

Abbildung 21 zu entnehmen ist.
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Abbildung 21: Es besteht eine dynamische monozytare Oberflachenexpression
von Transforming Growth Factor R1. Die Abbildung zeigt Ergebnisse
durchlusszytometrischer Analysen Oberflachenfarbungen von Transforming Growth
Factor R1 (TGF-B1) zeigen bei Patienten mit Aortenklappenstenose postoperativ im
Vergleich zu praoperativ signifikant reduzierte Expressionen (p = 0,043). Abgebildet
sind die einzelnen Messungen sowie der Median und Interquartilsabstande (1. — 3.
Quartil).

Der Median der CD14/TGF-R1-positiven Zellen lag praoperativ bei 203,50 (IQA:
114,03 — 166,25) und postoperativ bei 91,40 (IQA: 72,10 — 95,60) (p = 0,043).
Es war praoperativ eine deutliche Anfarbung von TGF-R1 auf Monozyten zu

verzeichnen. Intrazellulare Anfarbungen von TGF-RB1 in Monozyten lagen
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praoperativ bei 140,50 (IQA: 108,75 — 166,25) und postoperativ bei 118,00
(IQA: 86,70 — 141,00) und somit etwas geringer als Oberflachenfarbungen. Im
Vergleich hierzu zeigten sich die thrombozytaren Expressionen sehr gering, die
auf der Oberflache im Median bei 48,90 (IQA: 33,50 — 60,20) praoperativ und
45,80 (IQA: 29,90 — 63,65) postoperativ bzw. intrazellular bei 81,05 (IQA: 56,83
— 445,50) praoperativ und 68,10 (IQA: 51,80 — 106,00) postoperativ lagen.
Ebenfalls waren keine signifikanten Unterschiede der pra- und postoperativen
thrombozytaren Expressionen von BMP-2, BMP-4, BMP-7, MIF, Gremlin-1,
SDF-1 und CXCL14 zu verzeichnen, wie Tabelle 13 darlegt. Die intrazellularen
und oberflachlichen monozytaren Expressionen von BMP-2, BMP-4, BMP-7,
MIF, Gremlin-1, SDF-1 und CXCL14 zeigten sich ebenfalls nicht signifikant. Auf
der Monozytenoberflache fielen deutliche Anfarbungen von BMP-2, BMP-4,
BMP-7, MIF, CXCR4 und CXCL14 sowohl praoperativ als auch postoperativ
auf. Auch intrazellular sind diese Marker deutlich vertreten.

Vergleichsweise eher schwéachere Anfarbungen sind fur Gremlin-1, SDF-1,
CXCR7 und TGF-R1 zu verzeichnen. In und auf Thrombozyten fallen hingegen
vergleichsweise eher geringe Expressionen von BMP-2, BMP-4, BMP-7,
Gremlin-1 und SDF-1 auf. Fur den Grol3teil der Marker deutet sich postoperativ
eine abnehmende Expression der Marker an; eine Ausnahme stellen
monozytare Oberflachenexpressionen von BMP-4 und BMP-7 dar, die
postoperativ  einer starkere Anfarbung aufwiesen. FUr intrazellulare
Monozytenfarbungen deutete sich fir CXCR4 eine vermehrte postoperative
Expression an, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Auch in
thrombozytaren Anfarbungen schien sich postoeprativ im Vergleich zu
praoperativ ein Abfall der MFIs aufzuzeigen; mit der Ausnahme von MIF und
Gremlin-1 in und auf Thrombozyten, die postoperativ vergleichsweise hdhere
MFIs aufwiesen. Die Unterschiede zeigten sich jedoch nicht signifikant.
Intrazellulare Anfarbungen von CXCL14 deuteten ebenfalls auf eine vermehrte
postoperative Expression von CXCL14 in Thrombozyten hin, sind aber

postoperativ im Vergleich zu praoperativ derzeit nicht signifikant erhéht.
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Tabelle 13: Dynamische monoyztare und thrombozytare Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner. Angaben in n (%)
oder Median der Mittleren Fluoreszenzintensitaten und Interquartilsabstand (1.-3. Quartil).

Parameter n (praOP) n (postOP) | praoperative mittlere postoperative mittlere p-Wert
=10 =10 Fluoreszenzintensitaten Fluoreszenzintensitaten
N =10 (100 %) (100 %) (100 %) (praopP) (postOP)
Monozytare Oberflachenfarbungen (nicht permeabilisierte CD14-positive Zellen)
CD14/BMP-2 8 (80 %) 8 (80 %) 641,00 (202,65 — 786,75) 613,00 (234,75 — 728,00) n.s.
CD14 /BMP-4 6 (60 %) 8 (80 %) 754,50 (175,00 — 1061,50) 965,50 (300,50-1328,50) n.s.
CD14/BMP-7 7 (70 %) 8 (80 %) 676,00 (76,80 — 1061,00) 711,00 (116,58 — 1021,50) n.s.
CD14/MIF 6 (60 %) 8 (80 %) 440,50 (103,55 — 1563,00) 271,50 (22,10 — 913,00) n.s.
CD14/Gremlin-1 8 (80 %) 8 (80 %) 221,50 (195,25 — 274,00) 211,50 (80,10 — 249,25) n.s.
CD14/SDF-1 6 (60 %) 7 (70 %) 246,50 (95,85 — 419,00) 295,00 (91,20 — 334,00) n.s.
CD14/CXCR4 6 (60 %) 7 (70 %) 788,50 (465,00 — 908,00) 528,00 (164,00 — 856,00) n.s.
CD14/CXCR7 7 (70 %) 7 (70 %) 227,00 (150,70 — 302,00) 213,00 (125,00 — 254,00) n.s.
CD14/CXCL14 5 (50 %) 7 (70 %) 830,00 (619,00 — 893,50) 830 (371,00 — 979,00) n.s.
CD14/TGF-R1 6 (60 %) 7 (70 %) 203,50 (114,03 — 166,25) 91,40 (72,10 — 95,60) | 0,043
Intrazellulare Monozytenfarbungen (permeabilisierte CD14-positive Zellen)
CD14/BMP-2 7 (70 %) 8 (80 %) 531,00 (59,20 — 605,00) 533,50 (224,75 — 821,00) n.s.
CD14/BMP-4 7 (70 %) 8 (80 %) 589,00 (177,00 — 646,00) 558,50 (222,50 — 802,25) n.s.
CD14/BMP-7 6 (60 %) 8 (80 %) 921,00 (17,80 — 1326,00) 783,50 (131,95 — 1657,00) n.s.
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Parameter n (praOP) n (postOP) | préoperative mittlere postoperative mittlere p-Wert
=10 =10 Fluoreszenzintensitaten Fluoreszenzintensitaten

N =10 (100 %) | (100 %) (100 %) (praoP) (postOP)

CD14/MIF 6 (60 %) 8 (80 %) 593,00 (92,98 — 2198,50) 112,00 (26,65 — 1661,00) n.s.
CD14/Gremlin-1 7 (70 %) 8 (80 %) 242,50 (147,50 — 303,50) 242,50 (93,70 — 329,00) n.s.
CD14/SDF-1 6 (60 %) 7 (70 %) 348,50 (101,38 — 473,00) 367,00 (130,00 — 760,00) n.s.
CD14/CXCR4 5 (50 %) 7 (70 %) 444,00 (267,00 — 738,00) 713,00 (148,00 — 763,00) n.s.
CD14/CXCR7 7 (70 %) 7 (70 %) 262,00 (180,50 — 341,50) 284,00 (137,00 — 355,00) n.s.
CD14/CXCL14 5 (50 %) 7 (70 %) 708,00 (431,00 — 785,50) 571,00 (359,00 — 1126,00) n.s.
CD14/TGF-R1 4 (40 %) 7 (70 %) 140,50 (108,75 — 166,25) 118,00 (86,70 — 141,00) n.s.
Thrombozytare Oberflachenfarbungen (nicht permeabilisierte CD42b-positive Zellen)

CD42b/BMP-2 8 (80 %) 6 (60 %) 48,45 (22,28 — 68,40) 44,35 (34,88 — 66,40) n.s.
CD42b/BMP-4 8 (80 %) 6 (60 %) 49,35 (18,95 - 66,70) 37,45 (19,18 — 99,88) n.s.
CD42b/BMP-7 7 (70 %) 8 (80 %) 21,70 (16,10 — 25,50) 22,90 (14,98 — 43,18) n.s.
CD42b/MIF 6 (60 %) 7 (70 %) 64,55 (13,39 — 273,00) 125,00 (8,95 — 904,00) n.s.
CD42b/Gremlin-1 8 (80 %) 8 (80 %) 33,10 (9,03 — 131,55) 50,55 (37,45 — 103,03) n.s.
CD42b/SDF-1 6 (60 %) 5 (50 %) 9,81 (7,16 — 15,23) 17,90 (11,75 — 38,60) n.s.
CD42b/CXCR4 2 (40 %) 7 (70 %) 89,50 (53,50 — 167,25) 81,65 (59,20 — 235,00) n.s.
CD42b/CXCR7 6 (60 %) 6 (60 %) 36,20 (30,75 — 43,80) 41,10 (30,90 — 61,50) n.s.
CD42b/CXCL14 6 (60 %) 6 (60 %) 166,50 (120,00 — 175,25) 155,00 (81,75 — 275,75) n.s.
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Parameter n (praOP) n (postOP) | praoperative mittlere postoperative mittlere p-Wert
=10 =10 Fluoreszenzintensitaten Fluoreszenzintensitaten

N =10 (100 %) (100 %) (100 %) (praopP) (postOP)

CD42b/TGF-31 5 (50 %) 6 (60 %) 48,90 (33,50 — 60,20) 45,80 (29,90 - 63,65) n.s.
Intrazellulare Thrombozytenfarbungen (permeabilisierte CD42b-positive Zellen)

CD42b/BMP-2 8 (80 %) 8 (80 %) 72,30 (27,65 — 106,00) 50,55 (36,60 —76,98) n.s.
CD42b/BMP-4 8 (80 %) 8 (80 %) 69,85 (39,95 — 89,13) 54,30 (26,18 — 86,78) n.s.
CD42b/BMP-7 7 (70 %) 8 (80 %) 67,80 (20,80 — 94,20) 85,20 (18,20 — 159,75) n.s.
CD42b/MIF 6 (60 %) 8 (80 %) 160,70 (6,81 — 1647,50) 181,10 (10,17 — 467,50) n.s.
CD42b/Gremlin-1 7 (70 %) 8 (80 %) 49,50 (31,70 — 306,00) 122,50 (28,23 — 177,25) n.s.
CD42b/SDF-1 6 (60 %) 6 (60 %) 10,29 (7,17 — 60,80) 33,10 (7,25 — 66,40) n.s.
CD42b/CXCR4 7 (70 %) 7 (70 %) 85,10 (42,00 — 202,00) 72,25 (63,20 — 75,85) | 0,025
CD42b/CXCR7 7 (70 %) 7 (70 %) 127,00 (50,80 — 341,00) 77,65 (66,23 — 105,25) | 0,028
CD42b/CXCL14 6 (60 %) 7 (70 %) 153,00 (126,03 — 1148,50) 191,00 (114,00 — 347,00) n.s.
CD42b/TGF-31 6 (60 %) 7 (70 %) 81,05 (56,83 — 445,50) 68,10 (51,80 — 106,00) n.s.

BMP — engl. Bone Morphogenetic Protein, dt.Knochenmorphogenetisches Protein; CD — engl. Cluster of Differentiation, dt. Cluster der
Differenzierung; CXCL14 - CXC - Motiv Chemokinligand 14; CXCR4-CXC - Motiv Chemokinrezeptor 4; CXCR7 - CXC — Motiv
Chemokinrezeptor 7; MIF- engl. Macrophage Migration Inhibitory Factor, dt. Makrophagen-Migrationsinhibierender Faktor; n.s. — nicht
signifikant; prAOP — praoperativ; postOP — postoperativ; SDF-1 - engl. stroma cell- derived factor, dt. Stromazellfaktor 1; TGF-B1 — engl.
Transforming Growth Factor R1, dt. transformierender Wachstumsfaktor R1.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass nicht permeabilisierte
CD14/TGF-31-positive Zellen postoperativ eine signifikant geringere Expression
aufweisen als préaoperativ. Darlber hinaus konnten in permeabilisierten CD42b-
positiven Zellen postoperativ signifikant reduzierte Expressionen von CXCR4
und CXCR7 gezeigt werden. FUr die anderen untersuchten Marker BMP-2,
BMP-4, BMP-7, MIF, Gremlin-1, SDF-1 und CXCL14 konnten keine signifikant

unterschiedlichen Expressionen vor und nach der Operation aufgezeigt werden.
3.3 Vergleich von high-gradient und low-gradient Aortenklappenstenosen

3.3.1 Patientencharakteristik

Es wurden an N = 32 (100 %) Patienten die Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner zwischen n = 18 (56,25 %) Patienten mit high-gradient AS
und n = 14 (43,75 %) Probanden mit low-gradient AS verglichen. Die
zugehdrige Patientencharakteristik ist Tabelle 14 zu entnehmen. Die Kohorten
wurden anhand des mittleren Druckgradienten tber der Aortenklappe separiert,
der sich folglich hochsignifikant zwischen beiden Klientelen unterschied (p <
0,001). Der Median des mittleren Druckgradienten lag bei Patienten mit high-
gradien AS bei 46,50 mmHg (IQA: 41,75 — 61,25), bei Patienten mit low-
gradient AS bei 23,00 mmHg (IQA: 16,75 — 27,50). Bzgl. des Alters bestanden
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kohorten, da sich die
Mediane und Interquartisabstande sehr ahneln (high-gradient AS: 69,00 Jahre
(IQA: 58,75 — 74,00); low-gradient AS: 69,50 Jahre (IQA: 60,50 — 73,25)). Die
relative biologische Geschlechterverteilung war in beiden Kohorten ebenfalls
ahnlich, mit etwas mehr weiblichem Geschlechteranteil in beiden Kohorten als
mannlichem (weiblich / mannlich: high-gradient AS: 10 (55,56 %) / 8 (44,44 %),
low-gradient AS: 8 (57,14 %) [/ 6 (42,86 %)). Mit einer
Aortenklappenoffungsflache von < 1cm? war ein Diagnosekriterum fir eine

hochgradige AS erfillt, weshalb diesbezlglich keine signifikanten Unterschiede

105



Tabelle 14: Patientencharakteristik der Patienten mit high-gradient und low-

gradient Aortenklappenstenose. Angaben in n (%) oder Median und
Interquartilsabstand (1. - 3. Quatrtil).
Alle Patienten High-gradient Low-gradient p-Wert
Aortenklappen- Aortenklappen-
stenose sterose

N = 32 (100 %) n =18 (56,25 %) n =14 (43,75 %)
Alter (in Jahren) 69,00 69,50 n.s.

(58,75 — 74,00) (60,50 — 73,25)
Geschlecht 10 (55,56 %) / 8 (57,14 %) / n.s.
(weiblich / méannlich) 8 (44,44 %) 6 (42,86 %)
Transdsophageale Echokariographie
Mittlerer Druckgradient 46,50 23,00 < 0,001
Uber der Aortenklappe (41,75 - 61,25) (16,75 — 27,50)
(mmHG)
Aortenklappen- 0,73 0,75 n.s.
offnungsflache (cm?) (0,59 — 0,90) (0,58 — 0,85)
Linksventrikulare 60,00 55,00 0,004
Ejektionsfraktion (%) (60,00 — 71,00) (29,50 — 60,00)
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie 8 (44,44 %) 12 (85,71%) 0,049
Dislipoproteinamie 6 (33,33 %) 5 (35,71 %) n.s.
Diabetes mellitus 3 (16,67 %) 2 (14,29%) n.s.
Nikotinabusus 6 (33,33 %) 4 (28,57 %) n.s.
Body Mass Index 26,28 27,59 n.s.
(kg/m?) (22,63 — 30,83) (23,51 - 31,49)
Komorbiditaten
Koronare 5 (27,78 %) 12 (85,71%) 0,014.
Herzerkrankung
Niereninsuffizienz 2 (11,11 %) 1 (7,14 %) n.s.
Vorhofflimmern 1 (5,56 %) 1 (7,14 %) n.s.
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Alle Patienten High-gradient Low-gradient p-Wert
Aortenklappen- Aortenklappen-
stenose sterose
N=32 n =18 (56,25 %) n =14 (43,75 %)
Risikoscores
Framingham Risk Score 31,75 35,55 n.s.
(FRS) (%) (22,60 — 48,88) (19,50 — 65,85)
EuroScore | (%), 5,12 7,03 n.s.
logistisch (3,41 -9,01) (3,49 - 10,87)
EuroScore 1l (%) 1,23 (1,03 - 1,81) 2,11(1,45 - 3,84) 0,007
STS-Score (%) 1,14 (0,70 - 1,72) | 1,21 (0,87 —1,56) n.s.
Zeitintervalle (in Tagen)
Erstsymptom bis 374,00 153,00 < 0,001
Operation (100,50 — 1298,25) (36,50 — 777,50)
Liegedauer 8,50 (8,00 —11,25) | 8,00 (7,00 —9,25) n.s.
Follow Up (30 Tage)
Tod 1 (5,56 %) 0 (0,00 %) n.s.
Restenose / 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Reoperation
Myokardinfarkt 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Schlaganfall 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Rehospitalisierung 2 (11,11 %) 0 (0,00 %) n.s.
Follow Up (1 Jahr) Angaben bezogen auf die Ausgangspopulation
Tod 2 (11,11 %) 0 (0,00 %) n.s.
Restenose/ Reoperation 2 (11,11 %) 0 (0,00 %) n.s.
Myokardinfarkt 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Schlaganfall 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) -
Rehospitalisierung 5 (27,78 %) 0 (0,00 %) n.s.
Kombinierte MACE 3 (16,67 %) 0 (0,00 %) n.s.

MACE - engl. Major Adverse Cardiac Even(s), dt. schwerwiegende kardiale
Komplikation wie Tod, Reoperation, Restenose, Rehospitalisierung, Myokardinfarkt
und Schlaganfall; STS - engl. The Society of Thoracic Surgeons, dt. Gesellschaft der
Thoraxchirurgen.
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zwischen den Gruppen zu beobachten waren (high-gradient AS: 0,73 cm? (IQA:
0,59 - 0,90); low-gradient AS: 0,75 cm? (IQA: 0,58 — 0,85)). Ein deutlicher
signifikanter ~ Unterschied zeichnete sich fur die linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LVEF) beider Kohorten ab; mit einer LVEF in Patienten mit
low-gradient AS von 55 % (IQA: 29,50 — 60,00) und 60,00 % (IQA: 60,00 —
71,00) bei Patienten mit high-gradient AS (p = 0,004). Die kardialen
Risikofaktoren Dyslipoproteindmie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus und
erhohter Body Mass Index waren in beiden Kohorten ausgewogen vertreten, mit
Ausnahme der arteriellen Hypertonie, die in high-gradient AS mit einer relativen
Haufigkeit von 44,44 % (n = 8) signifikant geringer vorkam, als in low-gradient
Patienten mit einer fast doppelt so hohen relativen Haufigkeit von 85,71 % (n =
12) (p = 0,049). Auch eine koronare Herzerkrankung war in low-gradient AS mit
85,71 % (n = 12) deutlich haufiger vertreten als in der high-gradient AS mit
27,78 % (n = 5) (p = 0,014). Dies fuhrte auch konsekutiv zu einem signifikant
erhohten EuroScore Il in der low-gradient Kohorte mit 2,11 % (IQA: 1,45 — 3,84)
im Vergleich zu high-gradient AS mit 1,23 % (IQA: 1,03 — 1,81) (p = 0,007). In
den weitern bestimmten Risikoscores EuroScore |, STS-Score und
Framingham-Risk-Score zeichneten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den untersuchten Gruppen ab. Deutlich verlangert war das
Zeitintervall Erstsymptom bis Operation in der high-gradient Kohorte mit 374,00
Tagen (IQA:100,50 — 1298,25) im Vergleich zu 153,00 Tagen (IQA: 36,50 —
777,50) in Patienten mit low-gradient AS (p < 0,001). Im Vergleich zu high-
gradient Patienten trat nach 30 Tagen und einem Jahr kein MACE in der low-
gradient Kohorte auf. Die Unterschiede sind jedoch nicht statistisch signifikant.
In der high-gradient Kohorte mussten zwei Patienten (11,11 %) innerhalb von
30 Tagen nach Operation rehospitalisiert werden, einer (5,56 %) verstarb.
Innerhalb eines Jahres nach Operation mussten drei weitere, also insgesamt 5
Patienten (27,78 %) mit urspringlicher high-gradient AS rehospitalisiert werden,
zwei (11,11 %) dieser Patienten mussten nochmals operiert werden, ein
weiterer (5,56 %) verstarb. Bei drei Patienten (16,67 %) mit praoperativer high-
gradient AS traten kombinierte MACE auf.
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3.3.2 Valvulare Expressionsmuster der BMPs und ihrer Interaktionspartner von

Patienten mit high-gradient und low-gradient Aortenklappenstenose

Es wurden die Expressionen von BMP-2, -4, -7, MIF, Gremlin-1, TGF-31, CD3
und CD68 im Herzklappengewebe untersucht. Im Rahmen des Vergleichs fiel
eine signifikant vermehrte Expression von BMP-2-positiven Zellen im
Herzklappengewebe von Patienten mit high-gradient AS im Vergleich zu

Patienten mit low-gradient AS auf, wie in Abbildung 22 ersichtlich (p = 0,047).
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Abbildung 22: High-gradient Aortenklappenstenosen zeigen im Vergleich zu low-
gradient Aortenklappenstenosen eine signifikant verstarkte Expressionen von
Bone Morphogenetic Protein 2 im Aortenklappengewebe. Die Abbildung zeigt
Ergebnisse immunhistochemischer Auswertungen. Es zeigt sich eine signifikant
reduzierte Expression von Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2) positiven Zellen in
low-gradient Aortenklappenstenosen (AS) im Vergleich zu high-gradient AS (p =
0,047). Abgebildet sind die einzelnen Zahlungen sowie der Median und
Interquartilsabstande (1. — 3. Quartil).

Es sind deutliche Anfarbungen von BMP-2-positiven Zellen im
Herzklappengewebe zu verzeichnen. Neben BMP-2 konnten auch BMP-4-,
BMP-7-, MIF-, TGF-31- und Gremlin-1-positive Zellen im Herzklappengewebe
von Patienten mit high-gradient und low-gradient AS nachgewiesen werden.

Ihre Expressionsmuster sind in Tabelle 15 aufgelistet.
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Tabelle 15: Tabellarische Ubersicht immunhistochemischer Farbungen des Aortenklappengewebes von Patienten mit high-
gradient und low-gradient Aortenklappenstenose. Angaben in n (%) oder Median und Interquartilsabstand (1.- 3.Quartil).

Parameter n (HG-AS) n (LG-AS) High-gradient Low-gradient p-Wert
Aortenklappenstenose Aortenklappenstenose
N =24 (100 %) | =11 (100 %) | =13 (100 %) | (HG-AS) (LG-AS)
Positive Zellen im Aortenklappengewebe
CD3 11 (100 %) | 12 (92,31 %) 2,67 (0,67 — 11,33) 3,25 (1,75 — 6,63) n.s.
CD68 11 (100 %) | 12 (92,31 %) 3,67 (2,33 - 20,33) 5,17 (1,58 — 12,50) n.s.
BMP-2 11 (100 %) | 11 (84,62 %) 86,00 (71,75 — 119,67) 60,67 (57,75 —98,00) | 0,047
BMP-4 9 (81,82 %) | 10 (76,92 %) 87,33 (25,34 — 161,50) 35,67 (28,75 — 53,75) n.s.
BMP-7 11 (100 %) | 11 (84,62 %) 39,33 (3,67 — 101,00) 8,67 (0 —38,67) n.s.
MIF 11 (100 %) | 10 (76,92 %) 63,67 (23,33 — 124,67) 46,17 (31,17 — 56,59) n.s.
Gremlin-1 11 (100 %) | 12 (92,31 %) 0,33 (0 — 1,67) 1 (0 — 41,34) n.s.
TGF-R1 10 (90,91 %) | 12 (92,31 %) 49,83 (24,50 — 118,42) 31,57 (17,84 — 41,34) n.s.
Positive Zellen im aortalseitigen Aortenklappengewebe
CD3 7 (63,64 %) 7 (53,85 %) 1,33 (0-7,33) 3,00 (1,00 - 4,00) n.s.
CD68 7 (63,64 %) 5 (38,46 %) 5,33 (1,67 — 12,33) 7,00 (4,84 —9,34) n.s.
BMP-2 8 (72,73%) | 7 (53,85 %) 120,17 (63,50 — 154,25) 57,33 (45,00 — 99,00) n.s.
BMP-4 8 (72,73 %) 7 (53,85 %) 108,67 (21,92 — 172,75) 35,00 (32,00 - 69,00) n.s.
BMP-7 6 (54,55 %) | 6 (46,15 %) 71,33 (20,92 — 135,25) 29,34 (8,50 — 60,34) n.s.
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Parameter n (HG-AS) n (LG-AS) High-gradient Low-gradient p-Wert
Aortenklappenstenose Aortenklappenstenose

N = 24 =11 (100 %) | =13 (100 %) | (HG-AS) (LG-AS)

MIF 6 (54,55 %) | 7 (53,85 %) 87,00 (27,75 — 141,92) 49,67 (33,67 — 59,33) n.s.
Gremlin-1 8 (72,73%) | 7 (53,85 %) 0 (0 -0,33) 0(0-1,33) n.s.
TGF-R1 8 (72,73%) | 9 (69,23 %) 52,00 (19,17 — 152,58) 23,67 (14,00 — 42,50) n.s.
Positive Zellen im ventrikularseitigen Aortenklappengewebe

CD3 7 (63,64 %) | 7 (53,85 %) 1,33 (0 - 2,67) 1,00 (0 - 6,33) n.s.
CD68 7 (63,64 %) 5 (38,46 %) 6,67 (1,33 —12,33) 8,34 (4,5 -32,17) n.s.
BMP-2 8 (72,73%) | 8(61,54 %) 83,00 (42,33 — 123,50) 76,59 (31,50 — 99,75) n.s.
BMP-4 8 (72,73%) | 7 (53,85 %) 54,34 (28,67 — 157,33) 37,00 (32,00 — 103,67) n.s.
BMP-7 6 (54,55 %) | 6 (46,15 %) 32,34 (16,75 — 63,42) 48,00 (16,75 — 75,75) n.s.
MIF 6 (54,55 %) | 7 (53,85 %) 69,83 (46,75 — 158,92) 68,67 (51,33 — 79,33) n.s.
Gremlin-1 8 (72,73 %) 7 (53,85 %) 0 (0-0,75) 0,33 (0-1,33) n.s.
TGF-R1 8 (72,73 %) 9 (69,23 %) 60,33 (25,33 — 74,50) 25,00 (18,17 — 48,00) n.s.

BMP — engl. Bone Morphogenetic Protein, dt.Knochenmorphogenetisches Protein; CD — engl. Cluster of Differentiation, dt. Cluster der
Differenzierung; HG-AS — high-gradient Aortenklappenstenose (mittlerer Druckgradient Uber der Aortenklappe = 40 mmHg); LG-AS — low-
gradient Aortenklappenstenose (mittlerer Druckgradient Uber der Aortenklappen < 40 mmHG); MIF- engl. Macrophage Migration Inhibitory
Factor, dt. Makrophagen-Migrationsinhibierender Faktor; n.s. — nicht signifikant; TGF-B1 — engl. Transforming Growth Factor 31, dt.
transformierender Wachstumsfaktor 31.
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AuBer der Expression von BMP-2 zeigten sich Kkeine signifikant
unterschiedlichen Expressionen der beschriebenen Marker im
Herzklappengewebe zwischen high-gradient und low-gradient AS. Dartber
hinaus zeigten sich die regionalen Expressionen aortal und ventrikular nicht
signifikant unterschiedlich zwischen der high-gradient und der low-gradient
Kohorte. Im Herzklappegewebe waren deutliche Anfarbungen von BMP-2 und
BMP-4 als auch von MIF, und moderate Anfarbungen von BMP-7 und TGF-31
zu verzeichnen (Tabelle 15). Mit einem Median von 87,33 BMP-4-positiven
Zellen (IQA: 25,34 — 161,50) und 86,00 BMP-2-positiven Zellen (IQA: 71,75 —
119,67) in der high-gradient Kohorte bzw. 35,67 BMP-4-positiven Zellen (IQA:
28,75 — 53,75) und 60,67 BMP-2-positiven Zellen (IQA: 57,75 — 98,00) im
Gewebe von Patienten mit low-gradient AS, waren fur BMP-4 und BMP-2 die
starksten Anfarbungen zu verzeichnen. Die Expressionen von BMP-4
unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Kohorten high-gradient und
low-gadient AS (Power = 38,3 %). Ebenfalls deutliche Anfarbungen zeigte MIF
mit einem Median von 63,67 positiven Zellen (IQA: 23,33 — 124,67) in high-
gradient AS und 46,17 positiven Zellen (IQA: 31,17 — 56,59) in der low-gradient
Kohorte, die sich aber nicht signifiant zwischen den beiden Kohorten
unterschieden (Power = 36,5 %). Sehr geringe Anfarbungen waren fur Gremlin-
1 mit im Median 0,33 positiven Zellen (IQA: 0 — 1,67) im Gewebe von Patienten
mit high-gradient AS bzw. einer positiven Zelle (IQA: 0 — 41,34) in low-gradient
AS zu verzeichnen, dessen Anfarbungen sich nicht signifikant zwischen den
beiden Kohorten unterschieden (Power > 80 %). Ebenfalls waren nur wenige
CD3- und CD68-positive Zellen im Aortenklappengewebe nachweisbar (Median
CD3-positive Zellen: high-gradient AS: 2,67 (IQA: 0,67 — 11,33) / low gradient-
AS: 3,25 (IQA:1,75 — 6,63); Median CD68-positive Zellen: high-gradient AS:
3,67 (IQA: 2,33 - 20,33) / low-gradient AS: 5,17 (IQA:1,58 — 12,50)). Die
Anfarbungen von BMP-7 und TGF-R1 prasentierten sich im Vergleich zu den
valvularen Expessionen von BMP-2 und BMP-4 in high-gradient AS moderat,
mit im Median 39,33 BMP-7-positiven Zellen (IQA: 3,67 — 101,00) und 49,83
TGF-31-positiven Zellen (IQA: 24,50 — 118,42). Die Expression im Gewebe von

Patienten mit low-gradient AS war von TGF3-1 mit im Median 31,57 positiven
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Zellen (IQA: 17,84 — 41,34) ebenfalls moderat, wohingegen sich die Expression
von BMP-7 im Gewebe dieser Patienten sich mit im Median 8,67 BMP-7-
positiven Zellen (IQA: 0 — 38,67) sehr gering zeigte. Vergleiche ihrer aortalen
und ventrikularen Expressionsmuster zwischen Patienten mit high-gradient und
low-gradient AS waren nicht signifikant (Power TGF-31 = 19 %, Power BMP-7 =
27,4 %). Die regionalen aortalen und ventrikularen Verteilungsmuster der
untersuchten Marker zeigten sich vergleichbar mit Ausnahme von BMP-7, das
aortalseitig in der high-gradient Kohorte mit im Median 71,33 positiven Zellen
(IQA: 20,92 — 135,25) im Verhéltnis zur Expression ventrikular (high-gradient
AS: 32,34 (IQA: 16,75 — 63,42)) bzw. der gesamten Herzklappe (high-gradient
AS: 39,33 (IQA: 3,67 — 101,00)), deutlich starkere Anfarbungen aufwies. In der
low-gradient Kohorte lag die Anfarbung mit im Median 29,34 BMP-7-positiven
Zellen (IQA:8,50 — 60,34) vergleichbar zu den anderen Expressionen im
Herzklappengewebe (Median BMP-7-positiver Zellen in Patienten mit low-
gradient AS: ventrikular: 48,00 (IQA: 16,75 — 75,75) / gesamte Herzklappe: 8,67
(0 — 38,67)). Die Expressionen der CD3- und CD68-positiven Zellen im
Herzklappengewebe waren sehr gering (Tabelle 15) und unterscheiden sich
nicht signifikant zwischen den Kohorten high-gradient und low-gradient AS
(Power CD3 = 5,5 %, Power CD68 = 9,4 %).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die vavlulare Expression
von BMP-2 im Patienten mit high-gradient AS im Vergleich zu low-gradient AS
signifikant erhoht ist (p = 0,047). Fur BMP-4, BMP-7, MIF, Gremlin-1, CD3,
CD68 und TGF-RR1 zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Kohorten. Des Weiteren zeigen sich weder aortal noch ventrikular
signifikant unterschiedliche Expressionen der untersuchten Marker zwischen
high-gradient AS und low-gradient AS, es muss jedoch die geringe Power

beachtet werden.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Dissertation ist, das Vorkommen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner im Aortenklappengewebe und Blut von Patienten mit
hochgradiger, kalzifizierter = AS genauer zu charakterisieren. Die
Primarhypothese ist dabei, dass sich die Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner im Herzklappengewebe und Blut von Patienten mit high-
gradient und low-gradient AS als auch zwischen rpAS und IpAS signifikant
unterscheiden. Um diese Hypothese genauer zu untersuchen, erfolgten
immunhistochemische Farbungen des operativ explantierten, hochgradig
stenosierten Aortenklappengewebes sowie durchflusszytometrische

Blutanalysen erkankter Patienten.

4.1 Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im
Herzklappengewebe von Patienten mit rasch und langsam progredienter

Aortenklappenstenose

Im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen konnten regional
unterscheidliche Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im
Herzklappengewebe von Patienten mit rpAS und IpAS dargelegt werden
(Abbildungen 10 - 15). So zeigte sich, dass TGF-B1 im aortalen
Herzklappengewebe von Patienten mit rpAS signifikant erniedrigt exprimiert ist
im Vergleich zu Patienten mit IpAS (p = 0,035, Abbildungen 14 und 15). Ebenso
wurde sowohl festgestellt, dass BMP-2 im aortalen Herzklappengewebe von
Patienten mit rpAS im Vergleich zu Patienten mit IpAS signifikant erniedrigt
exprimiert ist (p = 0,021, Abbildungen 10 und 11), als auch, dass BMP-7 im
ventrikularen Herzklappengewebe von Patienten mit rpAS im Vergleich zu
Patienten mit IpAS signifikant verstarkt exprimiert ist (p = 0,042, Abbildungen 12
und 13). Signifikant for trend zeigte sich die verstarkte Expression von Gremlin-
1 im Herzklappengewebe von Patienten mit IpAS im Vergleich zu Patienten mit
rpAS (p = 0,052, Abbildung 18). Wurde die Gesamtheit der Herzklappe
betrachet, konnten keine signifikanten Unterschiede der Expressionen der
BMPs und ihrer Interaktionspartner im Herzklappengewebe zwischen Patienten

mit rpAS und IpAS aufgezeigt werden. Dies ist auf die statistische Power von
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unter 80 % zuruckzufihren. Es konnten jedoch regional signifikant
unterscheidliche Expressionen von BMP-2, BMP-7 und TGF-B1 im
Herzklappengewebe von Patienten mit rpAS und IpAS gezeigt werden
(Abbildungen 10 - 15). Fur BMP-2 und TGF-31 ist die Induktion von Fibrose und
osteogener Differenzierung auf Gen- und Zellebene, teilweise im
Herzklappengewebe, teilweise in Mausmodellen und Zelllinien, vorbeschrieben
(32, 73, 75, 77, 78). Mohler et al. konnten in humanen, chirurgisch explantierten
Aorten- und Mitralklappen die Expression von BMP-2 und BMP-4, vorrangig in
Bereichen mit lamelldaren Knochenformationen, nachweisen (32). Da die BMPs
potente osteogene Morphogene sind, ist die beschriebene Kolokalisation
besonders hervorzuheben und legt ein durch die BMPs induziertes lokales,
osteogenes Remodelling nahe (32, 87). Jedoch unterscheidet diese Studie
nicht zwischen der Expression im Aorten- und Mitralklappengewebe oder der
Expression in stenotischen und insuffizienten Herzklappen. Sie erlaubt somit
keine hinreichenden Schlisse auf das Vorkommen der BMPs im hochgradig
stenosierten, kalzifizierten Aortenklappengewebe, wie in der vorliegenden
Arbeit. Bereits Thubrikar et al. beschrieben die Kalzifikation in exzidierten
Aortenklappen nicht als homogenen Vorgang der gesamten Herzklappe,
sondern als inhomogenen Prozess mit regional unterschiedlichen
Auspragungen (130). Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls untersucht, ob sich die aortalen und ventrikularen Expressionen der
BMPs wund ihrer Interaktionspartner im Herzklappengewebe signifikant
unterscheiden. Mikroskopisch entsteht der Eindruck, dass sich die aortal- und
ventrikularseitigen Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im
Aortenklappengewebe unterscheiden; statistische Signifikanz war jedoch nicht
gegeben (Abbildungen 10 - 18, Tabelle 9). Hierbei ist jedoch die Power von
unter 80 % dieser Daten zu beachten, die noch keine Interpretation dieser
Daten erlaubt und eine Untersuchung an einer groReren Patientenkohorte
notwendig macht. Es erfolgte trotzdem ein Vergleich der aortalseitigen und
ventrikularseitigen Expressionen der untersuchten Marker in rpAS und IpAS, da
neben dem von Thubrikar et al. beschriebenen regional unterschiedlichen

Kalzifikationsprozessen auch in Mausmodellen ein regional unterschiedliches
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Remodelling aufgezeigt werden konnte (44, 68-71). Dasselbe gilt fir
atheriosklerotische Gefal3e (51, 52). Daruber hinaus ist bekannt, dass aortale
und ventrikulére valvuléare endotheliale Zellen unterschiedlichen mechanischen
Beanspruchungen ausgesetzt sind, was eine Auswertung der regionalen
Expressionen der BMPs und lhrer Interaktionspartner im Herzklappengewebe
interessant macht, da bereits Sato et al. im Tiermodell eine Beeinflussung der
Expression von BMP-2 und BMP-4, nicht aber von BMP-7, durch valvularen
Scherstress beschreiben (131, 132). Das regional heterogene Remodelling ist
folglich  mehrfach  vorbeschrieben, weshalb untersucht wurde, ob
unterschiedliche  regionale  Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner mit einem unterschiedlichen klinischen Erscheindungsbild
wie einer rpAS oder einer IpAS einhergehen. Es wurde die Unterteilung in aortal
und ventrikular gewéhlt, da sie einen pathophysiologischen Bezug hat. Zum
einen durch die dort unterschiedlich wirkenden Scherkréafte, zum anderen durch
sich &ahnelnde aortale Prozesse des kardialen artheriosklerose-ahnlichen
Remodellings mit den regional unterschiedlichen, in der Intima der Gefalie
ablaufenden, artherisoklerotischen Veranderungen im Rahmen des
Krankheitsprogresses der Gefal3arteriosklerose (15, 51, 52, 131). Daruber
hinaus stellt die Differenzierung zwischen aortal und ventrikular eine objektive
und reproduzierbare anatomische Zuordnung dar. Die vorliegende
Forschungsarbeit ist die erste, welche die aortalseitigen und ventrukularseitigen
Expressionen von BMP-2, BMP-4, BMP-7, CD3, CD68, Gremlin-1, MIF und
TGF-31 im humanen, kalzifizierten, hochgradig stenosierten
Aortenklappengeweben verglichen hat. In Zusammenschau der Befunde von
Mohler et al., die BMP-2 und BMP-4 in Kolokalisation zu kalzifizierten
Umbauprozessen der Herzklappe nachwiesen, Thubrikar et al., die einen
heterogenen Kalzifikationsprozess der Aortenklappe beschrieben und der
mittels vorliegender Arbeit nachgewiesenen verstarken Expression von BMP-2
im aortalseitigen Herzklappengewebe von Patienten mit IpAS im Verlgeich zu
rpAS, ist davon auszugehen, dass das sich vor allem aortal abspielende
Remodelling des  kalzifizierten  Aortenklappengewebes auf BMPs
zurtckzufuhren ist (Abbildungen 10 — 12 und 16) (130). Bestéarkt wird diese
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Schlussfolgerung dadurch, dass im Rahmen dieser Arbeit neben BMP-2 auch
hohe  Expressionen von BMP-4 und BMP-7 im kalzifizierten
Herzklappengewebe nachgewiesen wurden (Abbildungen 12, 13 und 16). Die
von Mohler et al. gezeigte benachbarte Expession von BMP-2 und BMP-4 in zu
Lymphozyten infiltrierten Bereichen der Herzklappe, legt eine Wechselwirkung,
insbesondere eine inflammatorisch getriggerte Expression der BMPs, nahe (32,
133). Dies deckt sich mit Voruntersuchungen von Kercheva et al., die bereits
Korrelationen zwischen BMP-2 Serumexpressionen und inflammatiorischen
Markern bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt beschrieben, als auch mit den
im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Korrelationen der aortalen Expressionen
inflammatorischer Zellmarker mit Markern der osteogenen Differenzierung und
Fibrose (134). So besteht beispielsweise eine positive Korrelation zwischen
CD3- und TGF-31- sowie eine sehr stark positive Korrelation zwischen CD68-
und TGF-R1-positiven Zellen im aortalseitigen Herzklappengewebe (Tabelle
12). Werden jedoch die absoluten Zahlen betrachtet, fallt die geringe Anfarbung
CD3- und CD68-positiver Zellen im Vergleich zu TGF-[31-positiven Zellen im
Herzgewebe von Patienten mit AS auf (Abbildungen 8, 9, 14 und 15, Tabelle 9).
Vor dem Hintergrund der Voruntersuchungen von Kim et al., die in-vitro durch
Stimulation mit TGF-R1 eine anfanglich verstarkte Migration von Makrophagen
und nach langanhaltender Stimulation eine reduzierte Zellmigration dieser
CD68-positiven Zellen nachweisen konnten, ist die geringe Anzahl CD68-
positiver Zellen bei gleichzeitgig vermehrter Expression TGF-31-positiver Zellen
im Herzklappengewebe erklart, da davon auszugehen ist, dass die verringte
Expression CD68-positiver Zellen Ausdruck einer langanhaltenden Stimulation
durch TGF-R1 ist (135, 136). Ein vergleichbares Phanomen wurde durch El-
Sherbiny et al. beobachtet, die an Untersuchungen multipotenter Stromazellen
nach CD3-vermittelter Stimmulation inflammatorischer Zellen in-vitro nicht nur
eine verringerte T-Zell Proliferation, sondern auch eine vermehrte TGF-31
Sekretion nachweisen konnten (137). Es ist folglich anzunehmen, dass die
geringe Anzahl CD3-positiver Zellen im Herzklappengewebe bei gleichzeitig
verstarkter TGF-B1 Expression Audruck der durch EI-Sherbiny et al.

beschriebenen immunmodulatorischen Fahigkeit von TGF-31 ist (137). Dies
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erklart des Weiteren die positiven Korrelationen zwischen TGF-31- und CD3-
positiven Zellen im Herzklappengewebe (137). In Zelllinien konnten ebenfalls
eine Interaktion zwischen TGF-1 und Monocyte Chemoattractant Protein -1
(MCP-1), eines der am starksten auf Monozyten chemotaktisch wirkenden
Chemokine, nachgewiesen werden, was den immunmodulatiorischen Effekt von
TGF-B1 unterstreicht (138-140). Es ist davon auszugehen, dass die
Korrelationen aortaler TGF-R1 positiver Zellen mit CD3- bzw. CD68-positiven
Zellen Ausdruck dieses in Zelllinien nachgewiesenen Pathomechanismuses
sind, bzw. der TGF-R1 vermittelten Interaktion CD3- und CD68-positiver Zellen
mit resultierender Inflammation und Infiltration des Aortenklappengewebes. Die
in dieser Arbeit dargelegte aortale Expression von TGF-R1 deckt sich mit den
Daten von Akat et al., die im Mausmodell eine verstarkte aortale TGF-31-
vermittelte Kalzifikation zeigen konnten, was nicht nur darauf schliel3en lasst,
dass TGF-R31 als inflammatorischer Modulator im Entstehugnsprozess der AS
beteiligt ist, sondern auch als Therapieangriffspunkt sinnvoll erscheint (37). Der
Nachweis inflammatorischer Marker im Gewebe humaner, stenosierter, bi- und
trikuspider Aortenklappen wurde auch von Steiner et al. an einer kleinen
Kohorte von 15 Patienten erbracht (133). Im Gegensatz zu Steiner et al.,
konnten im Rahmen dieser Arbeit jedoch interindividuell unterschiedliche
Expressionen inflammatorischer Marker im Herzklappengewebe aufgezeigt
werden. Dies ist nicht nur Ausdruck des heterogenen Krankheitsprozesses der
AS, sondern deutet vielmehr darauf hin, dass unterschiedliche
pathophysiologische Mechanismen im Entstehungsprozess der AS zugrunde
liegen, da abhéngig von deren Klinischen Présentationen signifikant
unterschiedliche pathophysiologische Expression der BMPs und ihrer
Interaktionspartner im Herzklappengewebe nachweisbar sind (Tabelle 9). So
unterscheiden sich beispielsweise die Expressionen von TGF-31, BMP-2 und
BMP-7 abhangig vom Krankheitsprogress der AS (Abbildungen 10 - 15). Die
Voruntersuchungen deuten vor allem auf eine Beeinflussung valvularer Zellen
hin, was eine Erklarung dafir ist, warum im aortalen Herzklappengewebe
signifikant erhthte Anfarbungen von TGF-B1 bei Patienten mit IpAS im
Vergleich zu rpAS aufgezeigt werden konnten (Abbildungen 14 und 15) (118,
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141). So konnten Wang et al. beispielsweise eine erhdhte thrombozytare
Ausschattung von TGF-B1 durch valvularen Scherstress im Mausmodell
darlegen, was die regional unterschiedliche Anfarbung von TGF-31 im aortalen
Herzklappengewebe, aufgrund der dort wirkenden Scherkréfte, erklart (131,
142). AuBerst interessant in diesem Zusammenhang ist, dass sowohl eine
positive Korrelation zwischen aortaler TGF-B1- und BMP-2-Expression im
Herzklappengewebe gezeigt werden konnte, als auch eine erniedrigte aortale
Expression sowohl von TGF-R1 als auch BMP-2 im Herzklappengewebe von
Patienten mit rpAS im Vergleich zu IpAS (Abbildungen 10, 11, 14 und 15,
Tabelle 9). Eine pathophysiologische Erklarung fur die Korrelation zwischen der
BMP-2-Expression und der TGF-B1-Expression ist, dass proinflammatorisches
oxLDL in-vitro und im Mausmodell nicht nur TGF-1 Signalling, sondern auch
BMP-2 Signalling induzieren kann, wie Yan et al., Tayler et al. und Miller et al.
zeigen konnten (73, 143, 144). Des Weiteren ist bereits vorbeschrieben, dass
es durch BMP-2 vermittelt, ventrikularseitig zu einer verstarkten Anreicherung
subendothelialer Matrix, aortalseitig jedoch zu einer Gewebeauflockerung mit
Lipid- und Kalkablagerungen kommt (44, 53, 56, 66-68, 70). Fir TGF-31 sind
sowol anti- als auch proinflammatorische Eigenschaften vorbeschrieben (145).
Der wahrscheinlichste Zusammenhang, warum erhohte Expressionen von
BMP-2 als auch TGF-R1 im aortalen Herzklappengewebe mit einem
verlangsamten Krankheitsprogress einhergehen, besteht in deren Interaktion
mit MIF und Gremlin-1 (93-101, 146).

Fur Gremlin-1 konnte in-vitro eine direkte Bindung an die BMPs gezeigt werden
sowie die Regulation von MIF im Mausmodell, was zu einer erhdhten
Plaquestabilitat fuhrt (101, 102). Eine Hemmung von MIF in Modellen
atheriosklerotischer Mause fuhrte zu einer reduzierten Makrophageninfiltration
und einer geringeren Lipidablagerung in die GefalRwand, einer verstarkten
Synthese von Kollagen und glatten Muskelzellen sowie einer verringerten
Expression von inflammatorischen Transkriptionsfaktoren (51, 52, 54). Dies
zeigt, dass MIF atheriosklerotische Krankheitsprozesse negativ beeinflusst und
sich seine Hemmung in atheriosklerotischen GefalRen prognostisch gunstig

auswirkt  (51). Die deutliche Anfarbung MIF-positiver Zellen im
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Herzklappengwebe deutet vor dem Hintergund der Voruntersuchungen auf
einem vergleichbaren Effekt von MIF in der Pathogenese der AS hin, also eine
durch MIF getriggerte Kalzifikation und konsekutive Stenosierung humaner
Aortenklappen (Abbildung 17) (50-52, 54). Eine vermehrte Expression von
Gremlin-1 im Herzklappengewebe mit konsekutiv verstarkter Hemmung von
MIF erklart somit aufgrund der in-vitro und in-vivo dargelegten Zusammenhange
ein verzogertes Voranschreiten der AS. Folglich ist auch, trotz signifikant
erhohter Anzahl BMP-2-positiver Zellen ein prognostisch gunstiger Aspekt von
BMP-2 denkbar, da ebenfalls sein Antagonist Gremlin-1 erhoht ist. Der
prognostisch gunstige Aspekt wird unterstrichen, da eine positive Korrelation
zwischen der Anzahl BMP-2-positiver Zellen und der
Aortenklappendffnungsflache sowie eine negative Korrelation zwischen der
Anzahl BMP-2 positiver Zellen der Herzklappe und dem Framingham Risk
Score dargelegt werden konnte (Tabelle 12). Der Framingham Risk Score gilt
als Prediktor der 10-Jahres-Mortalitat aufgrund kardialer Ereignisse (30). Eine
negative Korrelation mit der Anzahl BMP-2 positiver Zellen im
Herzklappengewebe deutet folglich auf einen prognostisch gunstigen Effekt von
BMP-2 im Rahmen aortaler Kalzifikationsprozesse hin. Die deutliche Anfabung
von BMP-2 im Herzklappengewebe von Patienten mit AS zeigt an, dass BMP-2
im Pathomechanismus der AS involviert ist. Die aortal signifikant
unterschiedliche Expression zwischen Patienten mit rpAS und IpAS deuten
zwar auf einen prognostisch gunstigen, nicht aber einen rein prophylaktischen
Effekt von BMP-2 hin, da es die Entstehung einer AS nicht verhindert, aber die
Zeitspanne von Symtombeginn bis zur Notwendigkeit einer Operation
verlangert. BMP-2 scheint folglich die AS zu induzieren, aber dennoch einen
prognostisch gunstigen Verlauf anzuzeigen (132, 147).

Eine positive Korrelation zwischen BMP-2-und MIF-positiver Zellen explantierter
Herzklappen, was bisher in humanem Gewebe noch nicht vorbeschrieben ist,
deutet auf eine im Aortenklappengewebe stattfindende Induktion von BMP-2
und MIF durch oxLDL hin, wie sie von Yan et al, Tayler et al. und Miller et al. in-
vitro und im Mausmodell vorbeschrieben sind (73, 143, 144). Auf einen

kausalen Zusammenhang kann aufgrund des Studiendesigns im Rahmen
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dieser Arbeit nicht geschlossen werden; es ist jedoch anzunehmen, dass die
genannten Korrelationen im menschlichen Gewebe der stenosierten
Aortenklappen Ausdruck der in-vitro bzw. in Mausmodellen gezeigten Vorgéange
sind.

Im ventrikelseitigen Herzklappengewebe konnte eine erhéhte Expression BMP-
7-positiver Zellen in rpAS, im Vergleich zu IpAS, nachgewiesen werden. Dies
deutet darauf hin, dass eine erhohte Expression von BMP-7 im
Herzklappengewebe ein schnelles Voranschreiten der Erkrankung mit zeitnaher
Notwendigkeit einer Operation anzeigt. Es ist davon auszugehen, dass der
Nachweis von BMP-7 im kalzifizierten Aortenklappengewebe Ausdruck des
Geweberemodelings ist, wie es bereits in atherosklerotischen GefalRen
beschrieben wurde (77). In humanen proximalen Tubuluszellen ist bereits
vorbeschrieben, dass BMP-7 das TGF-31-Signalling inhibieren kann (148). Im
Mausmodell fuhrte BMP-7 eher zu einer Reduktion von Inflammation und
atheriosklerotischen Plaques und zeigte antifibrotische Eigenschaften mit einer
funktionellen Wiederherstellung des Gewebes (149). Vor dem Hintergrund
dieser Ergebnisse ist signifikant erhohte ventrikulare Expression BMP-7-
positiver Zellen im Herzklappengewebe von Patienten mit rpAS im Vergleich zu
Patienten mit IpAS weniger ein BMP-7-induziertes Voranschreiten der
Erkrankung, sondern eher eine reaktiv erhohte Ausschittung von BMP-7 mit
dem Ziel einer Gewebereparatur. Diese These wird durch Untersuchungen von
Davies et al. an niereninsuffizienten Mausen unterstitzt, die eine reduzierte
atheriosklerotische Differenzierung der Gefalle nach Therapie mit BMP-7
nahelegen (150). Das Vorkommen von BMP-7 im ventrikularen
Herzklappengewebe stellt folglich eine Erklarung dar, warum ventrikelseitig
keine Kalkablagerung stattfindet (Abbildungen 12 und 13)(53). Im Widerspruch
zum scheinbar prognistisch gunstigen Effekt von BMP-7 stehen die positiven
Korrelationen mit kardiovaskularen als auch perioperativen Risikomarkern, was
Ausdruck einer Beteiligung von BMP-7 am kardialen Remodelling sein kann. So
sprechen die positiven Korrelationen der Anzahl BMP-7-positiver Zellen im
Herzklappengewebe mit der Hohe der systolischen Blutdruckwerte, dem

Vorhandensein einer Dyslipoproteinamie als auch mit der H6he des STS-
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Scores fiur eine ungunstige Prognose der AS sowie fir ein erhdhtes
perioperatives Risiko (Tabelle 12). Im Rahmen dieser Arbeit konnte der
Nachweis von BMP-7 im Herzklappengewebe abhangig von der klinischen
Prasentation der AS erbracht werden. So zeigen Patienten mit rpAS im
ventrikularen Aortenklappengewebe signifikant verstarkte Expressionen von
BMP-7 im Vergleich zu Patienten mit IpAS (Abbildungen 12 und 13, Tabelle 9).
Aus den bisher dargelegten Einflissen von BMP-7 im Krankheitsprozess der
AS kann schlussgefolgert werden, dass der Einfluss von BMP-7 im
Entstehungsprozess der AS noch nicht vollstandig verstanden ist und
ambivalent zu sein scheint. Im Vergleich zu BMP-2 und BMP-4 nimmt BMP-7
eine Sonderstellung im aortalen Remodelling ein. So beschrieben Sato et al. im
Tiermodell eine Induktion von BMP-2 und BMP-4, nicht aber von BMP-7 durch
mechanischen Scherstress (132). Dies unterstreicht die Sonderrolle von BMP-7
im  Pathomechanismus der Kkalzifizierten AS. Im Rahmen dieser
Forschungsarbeit wurde erstmalig beschrieben, dass die Expressionen von
BMP-2, BMP-7 und TGF-R1 im kalzifizierten Aortenklappengwebe abhangig
vom klinischen Erscheindungsbild sind (Abbildungen 10 — 15, Tabelle 9). Da die
aortalen Expressionen von BMP-2 und TGF-B1 sowie die ventrikulare
Expression von BMP-7 mit dem zeitlichen Verlauf der Aortenklappenstenose
zusammenhéngen, sich also das heterogene klinische Erscheinungsbild in
pathophysiologischen signifikanten Unterschieden widerspiegelt, ist von
unterschiedlichen, der AS zugrundeliegenden Pathomechanismen auszugehen
(Abbildungen 10 — 15, Tabelle 9). Da sich die klinischen Prasentationen in
Abhangigkeit von ihren pathophysiologischen Darstellungen deutlich
unterscheiden, kann es sich sich bei den unterschiedlichen Expressionen der
BMPs und ihrer Interaktionspartner somit nicht um ein frihes und ein spates
Stadium einer Erkrankung handeln, die auf einem homogenen
Pathomechanismus basiert. Es muss vielmehr von unterschiedlichen
zugrundeliegenden Krankheitsprozessen ausgegangen werden, da sonst jedem
Stadium der IpAS ein akutes Stadium der rpAS vorangehen muisste, was
Klinisch nicht der Fall ist (1, 6, 68). Klinisch erscheinen vielmehr zwei

verschiedene Verlaufe: ein schleichender, langsam progredienter Verlauf, dem
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kein akuter Verlauf vorangeht und ein akuter, schnell progredienter Verlauf (6,
16, 68). Aufgrund der aortalen, vermehrten Expressionen von BMP-2 als auch
TGF-B1 als Marker des osteogenen Remodelings, der Fibrose und der
chronischen Inflamation lasst sich schlussfolgern, dass die IpAS auf dem Boden
fibrotischer und chronisch-inflammatorischer Prozesse entsteht, die bei der
rpAS eher im Hintergrund stehen (32, 145, 151, 152). Da fur TGF-RB1 bei
chronischer Stimulation anti-inflammatorische, bei akuter Stimulation
inflammatorische Eigenschaften vorbeschrieben sind, deutet die reduzierte
aortale Expression von TGF-B1 im Gewebe von Patienten mit rpAS im
Vergleich zu Patienten mit IpAS auf das Vorherschen akuter inflammatorischer
Prozesse im Herzklappengewebe hin (74, 145). Die klinische Einteilung der AS
in rpAS und IpAS, die aufgrund des heterogenen klinischen Erscheinungsbildes
der AS mit einerseits schnell voranschreitenden, akuten und andererseits
langsamen, schleichenden Verlaufen vorgenommen wurde, hat somit einen
pathophysiologischen Bezug. Diese Erkenntnis ist deshalb von Bedeutung, da
folglich BMP-2, BMP-7 und TGF-31 als valvulare therapeutische Angriffspunkte
infrage kommen. Dies sollte in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden.

Zusammenfassend ldsst sich anhand der immunhistochemischen
Auswertungen erkennen, dass BMPs und ihre Interaktionspartner im
Herzklappengewebe hochgradig stenosierter und kalzifizierter AS nachweisbar
sind. Dies gilt fur die untersuchten Marker BMP-2, BMP-4, BMP-7, MIF und
TGF-31 als auch fiur Gremlin-1 (Abbildungen 10 - 18). Um zu untersuchen, ob
sich die Gesamtanzahlen aller positiven Zellen der BMPs und ihrer
untersuchten Intraktionspartner im Herzklappengewebe zwischen Patienten mit
rpAS und IpAS unterscheiden, sind Studien mit gréReren Fallzahlen notwendig.
Es wurden regional unterschiedliche Expressionen von BMP-2, BMP-7 und
TGF-31 positiven Zellen im Herzklappengewebe nachgewiesen (Abbildungen
10 — 15, Tabelle 9). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass BMPs und ihre
Interaktionspartner am Pathomechanismus der AS beteiligt sind, als auch, dass
es sich dabei um regional unterschiedliche Krankheitsvorgange der Herzklappe
handelt. Aufgrund des Zusammenhangs der klinischen mit der

pathophysiologischen Prasentation ist von unterschiedlichen
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zugrundeliegenden Pathomechanismen auszugehen, was BMP-2, BMP-7 und
TGF-B1 als mdgliche valvulare Therapieangriffspunkte der AS infrage kommen
lasst (Abbildungen 10 — 15, Tabelle 9).

4.2 Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Blut von

Patienten mit rasch und langsam progredienter Aortenklappenstenose

Neben einer Untersuchung der Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner im Herzklappengewebe von Patienten mit rpAS und IpAS,
wurden ebenfalls ihre Expressionen im Blut bestimmt. Hierzu erfolgten
Vergleiche der intrazellularen und oberflachlichen Anfarbungen von BMP-2,
BMP-4, BMP-7, MIF, Gremlin-1, TGF-31, CXCL14, SDF-1, CXCR4 und CXCR7
in und auf Monozyten bzw. Thrombozyten von Patienten mit rpAS und IpAS, um
zu untersuchen, ob sich diese Marker in den beiden Kohorten signifikant
unterscheiden. Diese durchflusszytometrischen Analysen legten dar, dass die
intrazellulare Expression von BMP-4 in Monozyten von Patienten mit rpAS im
Vergleich zu Patienten mit IpAS signifikant reduziert ist (Tabelle 10; p = 0,038).
Die monozytare intrazellulare Expression von BMP-7 zeigt sich in Patienten mit
rpAS im Verleich zu Patienten mit IpAS signifikant for trend reduziert (p =
0,054). Es bestehen somit unterschiedliche Expressionen einiger BMPs und
ihrer Interaktionspartner im Blut von Patienten mit rpAS und IpAS. Es ist jedoch
anzumerken, dass es sich hierbei aufgrund methodischer und laborchemischer
Vorfalle um geringe Fallzahlen handelt. Folglich sind weitere Studien
notwendig, um diese Ergebnisse zu verifizieren. Im Folgenden werden die
Ergebnisse dennoch diskutiert und in den aktuellen Forschungshintergrund
eingeordnet, um zu unterstreichen, dass weitere Studien sinnvoll sind, die
Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Blut von Patienten mit
rpAS und IpAS weiter zu untersuchen und zu vergleichen.

Bereits Sorescu et al. postulierten BMP-4 als Trigger von inflammatiorischen
Prozessen, als sie die Induktion von BMP-4 in endothelialen Zellen durch
Scherstress und eine daraus folgende Bildung reaktiver Sauerstoffspezies mit
konsekutiver Inflammation beschrieben (132, 153). Obwohl bereits gezeigt

werden konnte, dass aortale und ventrikulare valvulare endotheliale Zellen
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unterschiedlicher mechanischer Beanspruchung ausgesetzt sind, konnte flr
das Vorkommen von BMP-4 im Herzklappengewebe kein signifikanter
Unterschied zwischen aortaler und ventrikularer Expression dargelegt werden
(Abbildung 16, Tabelle 9) (131). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
intrazellulare Expression von BMP-4 in Monozyten in Patienten mit IpAS
signifikant vermehrt sind, im Vergleich zu Patienten mit rpAS (Tabelle 10). Dies
deutet darauf hin, dass BMP-4 sowohl im stenotischen Remodeling der
Aortenklappe von Bedeutung ist, als auch, dass seine Expession im Blut mit der
Klinischen  Prasentation der AS bzw. deren Krankheitsprogress
zusammenhangt. Folglich deuten die signifikanten Unterschiede der
monozytaren BMP-4 Expressionen zwischen Patienten mit rpAS und IpAS auf
eine potentielle Eignung von BMP-4 als Bio- bzw. Prognosemarker der AS hin,
da es zwischen einem langsamen und einem schnellen Krankheitsprogress
signifikant diskriminieren kann, wie in den Blutanalysen ersichtlich ist (Tabelle
10). Betonenswert sind ebenfalls die dargelegten, signifikant unterschiedlichen
Expressionen von BMP-4 auf Immunzellen von Patienten mit rpAS im Vergleich
zu Patienten mit IpAS, was Ausdruck des bereits in der GefalRatheriosklerose
vorbeschriebenen, aktiven, inflammatorischen und nicht rein degenerativen
atheriosklerotischen Prozesses ist (6, 44, 91). Vorarbeiten zeigen, dass BMP-4
sowohl an akuten als auch an chronischen Umbauprozessen beteilligt ist (32,
39, 152, 154, 155). Bereits Mohler et al. zeigten das Vorkommen von BMP-4 als
potentes osteogenes Morphogen im Aortenklappengewebe (32). Sun et al.
beschrieben BMP-4 als Vermittler von Fibrose, Apoptose und Hypertrophie in-
vitro und in-vivo (155). Die Bedeutung von BMP-4 als inflammatorischer
Modulator wurde anhand von Studien in rheumatoiden Erkrankungen
aufgezeigt (152, 154). Somit ist BMP-4 sowohl in akuten als auch chronischen
inflammatorischen, fibrotischen und osteognenen pathologischen Prozessen
beteilligt, die in Remodeling und Pathogenese nicht nur der
GefalRatheriosklerose, sondern auch der AS, von zentraler Bedeutung sind (14,
15, 32, 37-43). Folglich deutet die Beteiligung an genau diesen Prozessen auf
eine bedeutende Rolle von BMP-4 in der Pathogenese der AS hin und macht

BMP-4 als zuklnftigen Therapieangriffspunkt dieser durch Monozyten
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vermittelten Erkrankung vielversprechend. BMP-4 als Therapieangriffspunkt bei
Herzinsuffizenz oder kardialer Hypertrophie wurde bereits von Guo et al.
diskutiert (156). Bisher noch nicht untersucht ist BMP-4 als
Therapieangriffspunkt der AS, was aufgrund der dargelegten Zusammenhénge
in weiteren Studien genauer untersucht werden sollte. Eine sigifikant for trend
reduzierte intrazellulare Monozytenexpression von BMP-7 in Patienten mit rpAS
im Vergleich zu Patienten mit IpAS deutet vor dem Hintergrund, dass sich die
valvulare BMP-7 Expression regional signifikant zwischen Patienten mit rpAS
und IpAS unterscheidet, auf einen krankheitsmodulierenden Einfluss von BMP-
7 im Krankheitsprozess der AS hin (Tabelle 10).

Unerwartet war die Feststellung, dass sich die Expressionen der untersuchten
Proteine in und auf Monozyten signifikant zwischen Patienten mit rpAS und
IpPAS unterscheiden, ihre Expressionen in und auf Thrombozyten jedoch nicht.
Am wahrscheinlichsten ist dies auf die Power von unter 80 % dieser Marker
zurlckzufihren und sollte im Rahmen von grélReren Studien nochmals
untersucht werden, denn die bedeutende Rolle der Thrombozyten fur die
Arteriosklerose wurde bereits mehrfach beschrieben (118, 157). So konnte
beispielsweise in murinen Aortenklappen eine signifikante Reduktion
atherosklerotischer Lasionen durch Hemmung thrombozytarer Adhasion
herbeigefuhrt werden, was die Bedeutung der Thrombozyten im
Krankheitsprozess der AS unterstreicht (114). Ghafoory et al. beschrieben im
Rahmen der Leberzirrhose eine geringere Fibrosierung durch Hemmung von
thrombozytdr vorkommendem TGF-B1 im Mausmodell, Varshney et al.
demonstrierten, dass in Thrombozyten vorkommendes TGF-31 die Progression
einer murinen AS, durch dessen Interaktion mit valvularen endothelialen Zellen,
beeinflusst (141, 151). Des Weiteren wurde bereits gezeigt, dass die Aufnahme
von oxLDL zur Degranulation und Freisetzung thrombozytarer Mediatoren wie
TGF- R1, SDF-1 und MIF fiuhrt, die zur Verstarkung des chronischen
Entzindungsprozesses der interstitiellen und endothelialen Zellen der
Aortenklappe beitragen (44-46, 49).

Zusamenfassend lasst sich anhand der durchflusszytometrischen Analysen
erkennen, dass BMP-2, BMP-4, BMP-7, MIF, Gremlin-1, TGF-31, CXCL14,
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SDF-1 sowie seine Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 sowohl intrazellular als
auch auf der Oberflache von Monozyten und Thrombozyten von Patienten mit
AS nachweisbar sind (Tabelle 10). Es konnte gezeigt werden, dass die
intrazellulare Expression von BMP-4 in Monozyten von Patienten mit rpAS im
Vergleich zu Patienten mit IpAS signifikant reduziert ist (p= 0,038). Signifikant
for trend zeigte sich die reduzierte intrazellulare Expression von BMP-7 in
Monozyten von Patienten mit rpAS im Verleich zu Patienten mit IpAS (p =
0,054). Es zeigen sich somit signifikant unterschiedliche Expressionen von
BMP-4 in Monozyten von Patienten mit rpAS und IpAS vor
Aortenklappenersatz, was auf eine Eignung von BMP-4 als Bio-/bzw.
Prognosemarker der AS hindeutet. Darlber hinaus sind weitere Studien
notwendig, um die Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Blut
von Patienten mit rpAS und IpAS genauer zu charaktersisieren. Da BMPs und
ihre Interaktionspartner bereits als Trigger von Inflammation und kardialem
Remodeling vorbeschreiben sind, sind weitere Untersuchen sinnvoll, da sie als
potentielle Prognosemarker der AS in Frage kommen. Bio- bzw.
Prognosemarkers der IpAS oder rpAS sind Kklinisch notwendig, um die
Behandlung der AS nach bestmoglicher, individueller Nutzen-Risiko-Abwagung

gestalten zu kénnen (1, 5).

4.3 Dynamische monozytare und thrombozytdre Proteinexpressionen der
BMPs und ihrer Interaktionpartner

Die monozytaren und thrombozytdren Expressionen der BMPs und ihrer
Interaktionspartner zeigen vor und nach Aortenklappenersatz signifikante
Unterschiede. Da in der Pathogenese der AS inflammatorische Prozesse von
Bedeutung sind, wurde eine dynamische Proteinexpression der BMPs und ihrer
Interaktionspartner auf inflammatorischen Zellen vermutet. Aus diesem Grund
erfolgten Vergleiche der monozytdren und thrombozytéren Expressionen von
BMP-2, BMP-4, BMP-7, MIF, Gremlin-1, TGF-31, CXCL14, SDF-1, CXCR4 und
CXCR7 vor und nach Aortenklappenoperation (Tabelle 13). Dabei konnte
gezeigt werden, dass die intrazellulare Expression von CXCR4 in

Thrombozyten postoperativ im Vergleich zu praoperativ signifikant reduziert ist
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(p = 0,025; Abbildung 19). Ebenfalls wurde fir CXCR7 postoperativ im
Vergleich zu praoperativ eine signifikant reduzierte intrazellulare Expression in
Thrombozyten festgestellt (p = 0,028; Abbildung 20). Eine postoperativ im
Vergleich zur praoperativ signifikant reduzierte monozytare
Oberflachenexpression war fur TGF-R1 zu verzeichnen (p = 0,043; Abbildung
21). Zunachst ist zu erwahnen, dass die postoperativen Expressionen von
CXCR4, CXCR7 und TGF-B1 im Vergleich zu praoperativen signifikant
reduziert sind. Diese Ergebnisse deuten unter Bericksichtigung von
Voruntersuchungen darauf hin, dass CXCR4, CXCR7 und TGF-31 im Rahmen
der valvularen Pathogenese reaktiv erhoéht sind und nach Explantation der
Aortenklappe, also nach Entfernung des pathologischen Stimulus, konsekutiv
abfallen. Da die Funktionn von CXCR4 und CXCRY7 in der Pathogenese der
Atheriosklerose noch nicht vollstandig verstanden ist, sind grundlegende
Forschungen notwendig, um ihre Funktionen genauer zu charakterisieren.
Dorfmuller et al. beschrieben nach Untersuchungen an vier explantierten
Herzklappen von Patienten mit kalzifizierter AS die verstarkte Expression von
CXCR4 im Herzklappengewebe und vermuteten eine konsekutive, durch
inflammatorische Marker getriggerte, Neovaskularisierung der erkrankten
Herzklappe (158). Im Widerspruch dazu stehen Forschungen von Déring et al.
welche die Expression von CXCR4 im Rahmen der Atheriosklerose aufgrund
dessen vorteilhaften Eigenschaften auf die vaskulare Integritat als prognostisch
vorteilhaft beschreiben (159). Ebenfalls Noels et al. beschreiben im Modell
atheriosklerotischer Mause vorteilhafte Eigenschaften von endothelialem
CXCR4, da CXCR4 nach Gefaldverletzung Wundheilung, Neointimaproliferation
und Reendothelialisierung beginstigte (160). Die Vorarbeiten von Doéring et al.
und Noels et al. bekraftigen die Hypothese, dass CXCR4 im Rahmen der AS
reflektorisch als dem pathologischen Remodeling der Aortenklappe
entgegenwirkendes Protein erhoht ist und nach Entfernung der Ursache abfallt
(159, 160). Ebenfalls deuten Voruntersuchungen an Patienten mit akutem ST-
Hebungs-Myokardinfarkt auf einen protektiven Effekt von CXCR4 und CXCR7
hin, denn es konnte dargelegt werden, dass die thrombozytaren Expressionen

von CXCR7 und CXCR4 mit der Regenerierung der myokardialen Funktion
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korrelieren, da sie zu einer absoluten Verbesserung der Ejektionsfraktion
fuhrten (111, 161). Auch wenn die thrombozytaren Oberflachenexpressionen
von CXCR7 in Patienten mit akutem Koronarsyndrom im Vergleich zu Patienten
mit stabiler koronarer Herzerkrankung vermehrt ist, korreliert auch in diesen
Untersuchungen seine Expression mit der Regenerierung der myokardialen
Funktion (111). Auch wenn die Funktionen von CXCR4 und CXCR7 im Rahmen
dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart werden konnten, deuten die
vorliegenden Ergebnisse vor dem Hintergrund der Vorarbeiten darauf hin, dass
sowohl CXCR4 als auch CXCR7 eine Schutzfunktion der Herzklappe vor
inflammatorischen bzw. atheriosklerotischen Veranderungen zukommt, die sich
durch die préoperativ im Vergleich zu postoperativ erhéhten thrombozytaren
Anfarbungen bemerkbar machen (Abbildungen 19 und 20, Tabelle 13). Des
Weiteren sind die vorliegenden Ergebnisse vor dem Hintergrund, dass Rath et
al. bereits Interaktionen zwischen TGF-31 und SDF-1/CXCR4/CXCR7 Signaling
von Thrombozyten vorbeschrieben haben, sehr interessant und deuten an,
dass auch im Pathomechanismus der AS Interaktionen zwischen TGF-31 und
CXCR4 bzw. CXCRY7 stattfinden, was bisher nicht vorbeschrieben wurde (115).
Des Weiteren ist dieses Ergebnis interessant, da CXCR4 und CXCR7 eigentlich
Rezeptoren von SDF-1 sind, fir das sowohl prophylaktische als auch
pathogene Funktionen im Entstehungsprozess der AS beschrieben sind (162).
Vorarbeiten konnten bereits zeigen, dass SDF-1 sowohl die Monozytenfunktion
als auch die Schaumzellbildung beeinflusst und im Mausmodell
atheriosklerotischer Mause eine Plaquestabilisierung begunstigt, was fir einen
eher prognostisch guinstigen Einfluss von SDF-1 spricht (163, 164). Wurster et
al. beschrieben einen Einfluss von SDF-1 auf die Entstehung der AS, da
gezeigt werden konnte, dass die thrombozytare Expression von SDF-1 mit dem
Stenosierungsgrad der AS korrelieren (48). Aufgrund ihres Studiendesigns
lassen sich jedoch keine Rickschlisse ziehen, ob die thrombozytéaren
Expressionen von SDF-1 kausal oder reflektorisch erhéht sind, ob es sich also
um den Krankheitsprogress fordernde oder ihm entgegenwirkende
Eigenschaften von SDF-1 handelt (48). Aufgrund der Vorarbeiten ist von einer

bedeutenden Rolle von SDF-1 im Krankheitsprozess der AS auszugehen,
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weshalb das Ergebnis, dass keine unterschiedlichen Expressionen von SDF-1
im Blut vor und nach Operation zu verzeichnen sind, der Erwartung
entgegenstand. Die Expression von SDF-1 im Herzklappengewebe wurde nicht
untersucht. Es ist bekannt, dass SDF-1 seine Effekte teilweise einzeln uber
seine Rezeptoren CXCR4 oder CXCR7 sowie teilweise durch
Rezeptordimerisierung von CXCR4/CXCR7 bewirkt (165). Folglich ist davon
ausgzugehen, dass sich die Expressionen von SDF-1 vor und nach Operation
nicht unterscheiden, da es sich um rezeptorvermittelte Pathways handelt und
lediglich deren Expressionsprofile signifikanten Unterschieden vor und nach
Operation unterliegen. Dartber hinaus sind nicht nur Interaktionen zwischen
SDF-1 und CXCR4/CXCR7 vorbeschrieben, sondern auch Wechselwirkungen
zwischen CXCR4 bzw. CXCR7 mit MIF, TGF-31, CXCL14 und den BMPs, die
auf diesen Prozess Einfluss nehmen (115, 157, 166, 167). So ist beschrieben,
dass Interaktionen zwischen MIF und CXCR7 Einfluss auf die kardiale
Regeneration haben (157, 168). Witte et al. zeigten eine direkte Interaktion
zwischen CXCL14 als Mediator thrombozytarer Migration durch direkte
Interaktion mit CXCR4 auf (117, 166). Die dynamische Expression dieser
thrombozytdren Rezeptoren ist somit Resultat komplexer Interaktionen der
BMPs und inflammatorischer Chemokine, die bis heute noch nicht vollstandig
verstanden sind. In vorliegender Untersuchung machen sich diese als
dynamische Expressionsprofile ihrer gemeinsamen Rezeptoren CXCR4 und
CXCR7 bemerkbar, die im Rahmen dieser Arbeit erstmalig im Blut von
Patienten mit AS beschrieben wurden.

Darlber hinaus ist zu erwahnen, dass in Vorarbeiten thrombozytare Chemokine
wie SDF-1, MIF, TGF-R31 und CXCL14 nicht nur eine bedeutende Rolle in der
Atherosklerose, Apoptose und Thrombusformation spielen, sondern auch in
infektiosen Prozessen relevant sind (106, 114, 118, 119, 167, 169). Ebenfalls
wie SDF-1 und MIF ist ihr Rezeptor CXCR7 ein Protein mit antimikrobieller
Aktivitat (111, 118, 119, 168, 170, 171). Vor den Hintergrund, dass MIF als
thormbozytarer Botenstoff chemotaktisch auf Monozyten wirkt und via CXCR7
thrombozytare Apoptose reduziert, bzw. Inflammation und Thrombusformation

beeinflusst, deutet die postoperativ reduzierte Expression von CXCR7 auf einen
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krankheitsprotektiven Einfluss von CXCR7 im Entstehungsprozess der AS hin
(167, 172, 173). Infektids getriggerte Prozesse sind in der Pathogenese der AS
rar untersucht, obwohl ihnen aufgrund der komplexen Interaktionen zwischen
Proteinen der chronischen und akuten Inflammation eine weitaus bedeutendere
Rolle zuzukommen scheint, als bisher angenommen (174-176). DarUber hinaus
beeinflussen sie, wie bereits erlautert, die dynamische Proteinexpression (174-
176).

Es lasst sich somit feststellen, dass die thrombozytaren Expressionen von
CXCR4 und CXCR7 sowie die monozytare Expression von TGF-31
dynamischen Prozessen unterliegen. Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit die
dynamische Proteinexpression der BMPs und ihrer Interaktionspartner vor und
nach Aortenkappenersatz erstmalig untersucht wurde, ist die Hypothese, dass
dem Pathomechanismus der AS dynamische Prozesse zugrundeliegen, nicht
neu. So beschrieben bereits Di Vito et al. nicht nur dynamische Prozesse im
Entstehungsprozess der AS, sondern gehen auch davon aus, dass diese eine
Ursache sind, warum medikamentdse Therapieversuche der AS bisher ohne
Erfolg bleiben (177). Ein tieferes Verstandis Uuber die dynamische
Proteinexpression der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Blut von Patienten
mit AS stellt somit eine Grundlage dar, um potentielle, neue medikamentdse

Angriffspunkte der AS zu identifizieren (1).

4.4 Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im
Herzklappengewebe von Patienten mit high-gradient und low-gradient

Aortenklappenstenose

High-gradient AS zeigen signifikant erhdohte Expressionen BMP-2-positiver
Zellen im explantierten Herzklappengewebe im Vergleich zu Patienten mit low-
gradien AS (p = 0,047) (Abbildung 22). Dies deutet daruf hin, dass die
Expression von BMP-2 im humanen Aortenklappengewebe durch valvularen
Scherstess getriggert wird, da davon auszugehen ist, dass ein erhdhter
Druckgradient mit einer verstarkten valvularen Beanspruchung im Sinne eines
Scherstesses einhergeht (1, 6, 131). Dieser Befund deckt sich mit den

Untersuchungen von Sato et al, die im Tiermodell durch mechanischen
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Scherstress eine Induktion von BMP-2 und BMP-4, nicht aber von BMP-7
aufzeigten (132). Diese Untersuchungen bekraftigen folglich die Hyopethese,
dass ein erhohter Druckgradient mit einem vermehrten valvularen Scherstress
und konsekutiv vermehrter Expression von BMP-2 einhergehen. Auch weitere
Vorarbeiten gehen von einer Beeinflussung der BMP-Expression durch
valvularen Scherstress aus (178, 179). Fiur die Expression von BMP-4
beschrieben beispielsweise Sorescu et al. die Induktion von BMP-4 in
endothelialen Zellen durch Scherstress und eine daraus folgende Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies mit konsekutiver Inflammation (132, 153). Die
erstmalig in explantierten, humanen, kalzifizierten Aortenklappen beschriebene
signifikant unterschiedliche Expression von BMP-2 im Herzklappengewebe von
Patienten mit high-gradient und low-gradient AS ist von grof3er Relevanz, da sie
auf die Eignung von BMP-2 als Therapieangriffspunkt der high-gradient AS
hindeutet. Fir die anderen Marker konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen diesen beiden Kohorten verzeichnet werden (Tabelle 15). Dies ist
jedoch mit Ausnahe von Gremlin-1 am wahrscheinlichsten auf die geringe
Power zuruckzufuhren und sollte in weiteren Studien mit grof3eren Fallzahlen
genauer analysiert werden. Fur die Expressionen von Gremlin-1 konnte gezeigt
werden, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten high-
gradient und low-gradient AS bestehen und kaum Gremlin-1-positive Zellen im
Herzgewebe nachweisbar sind (Tabelle 15). Dies ist vor dem Hintergrund, dass
Gremlin-1 BMP-2-Signaltransduktion inhibieren kann, sehr interessant (180).
Die supprimierte Expression von Gremlin-1 im Herzklappengewebe bei
gleichzeitig deutlicher Expression von BMP-2 ist sehr wahrscheinlich Ausdruck
der reduzierten Inhibition von BMP-2 durch Gremlin-1, die vorbeschrieben ist
(152, 180). Die Suppression von Gremlin-1 fuhrt somit zu erhdhten
Expressionen von BMP-2 in high-gradient und low-gradient AS. Da sich die
Expressionen von BMP-2 zwischen den Kohorten high-gradient AS und low-
gradient AS signifikant unterscheiden, die Suppression von Gremlin-1 jedoch
gleichermal3en besteht, zeigen die Ergebnisse, dass die Expression von BMP-2
im Herzklappengewebe nicht nur durch Gremlin-1, sondern auch durch weitere

Faktoren beeinflusst wird.
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Es konnten signifikant erhbhte  Expressionen von BMP-2 im
Herzklappengewebe von Patienten mit high-gradient AS im Vergleich zu
Patienten mit low-gradient AS nachgewiesen werden (p = 0,047). High-grade
und low-grade AS weisen somit unterschiedliche valvulare Expressionsmuster
auf, was ebenfalls wie die unterschiedlichen valvularen Proteinexpressionen
von Patienten mit rpAS und IpAS darauf hindeutet, dass die AS aufgrund
unterschiedlicher zugrundeliegender Pathomechanismen, ein heterogenes
Krankheitsbild darstellt.

4.5 Ausblick und Limitationen: BMPs und ihre Interaktionspartner als neues
diagnostisches, prognostisches und therpeutisches Tool der hochgradigen

kalzifizierten Aortenklappenstenose

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Expressionen
der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Gewebe und Blut teilweise signifikant
unterscheiden. Bzgl. der nicht signifikanten Unterschiede sind weitere Studien
mit grol3eren Fallzahlen notwendig, um die Einflisse dieser Proteine genauer
zu untersuchen. Fur die thrombozytare Expression von Gremlin-1 der Patienten
mit rpAS und IpAS wurde beispielsweise eine Gesamtanzahl von N = 614
Patienten, fir BMP-4 eine Kohortengré3e von jeweils n = 34 Probanden
ermittelt um ausreichende Unterschiede charakterisieren zu koénnen, wie
Tabelle 11 zeigt. Eine weitere Limitierung dieser Arbeit stellt das retrospektive
Studiendesign dar. Um den Verlauf der hochgradigen AS besser
charakterisieren und die Eignung der BMPs und ihrer Interaktionspartner als
Bio- bzw. Prognosemarker der AS besser beschreiben zu konnen, sind
prospektive Studien mit Chraktersieirung der monozytaren und thrombozytéren
Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Blut mit gleichzeitiger
Erhebung klinischer Parameter wie Belastbareit oder echokardiographischer
Funktion zu mehreren Zeitpunkten ab Diagnosestellung der AS sinnvoll.
Insbesondere sind diese Untersuchungen in regelmaldigen Abschnitten ab
Diagnosestellung einer leichtgradigen AS wunschenswert um
pathophysiologische Vorgange wahrend des ,latenten Verlaufs der AS* besser

verstehen zu konnen (5, 29). Die Eignung der BMPs und ihrer
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Interaktionspartner als Therapieangriffpunkte der AS kann im Rahmen dieser
Arbeit nur vermutet, nicht aber belegt werden. Hierzu sind weitere Untersuchen

am Tiermodell notwendig.

Gezeigt werden konnte im Rahmen dieser Arbeit, dass BMPs und ihre
Interaktionspartner im kalzifizierten Aotenklappengewebe exprimiert sind. BMPs
und ihre Interaktionsparter sind folglich am Krankheitsprozess der AS beteiligt
(Abbildungen 8 — 18, Tabelle 9)(77, 150). Des Weiteren wurden zwischen
Patienten mit rpAS und IpAS immunhistochemisch regional signifikant
unterschiedliche Expressionen von BMP-2, BMP-7 und TGF-R31 nachgewiesen,
was sowohl zeigt, dass es sich um regional unterschiedliche
Krankheitsvorgange als Ausdruck eines diskontinuierlichen Vorgangs der
Herzklappe handelt, als auch, dass die Expressionen von BMP-2, BMP-7 und
TGF-R1 mit dem klinischen Erscheindungbild der AS zusammenhé&ngen, wie
vorangehend ausfuhrlich erlautert (Abbildungenl10 — 15, Tabelle 9). Dies
bestatigt sich  ebenfalls durch  den  Klinisch-pathophysiologischen
Zusammenhang der signifikant erhohten Expression von BMP-2 im
Herzklappengewebe von Patienten mit high-gradient AS im Vergleich zu
Patienten mit low-gradient AS, der erstmals im Rahmen dieser
Forschungsarbeit beschrieben wurde (Abbildung 22, Tabelle 15). Die Einteilung
der AS in high-gradient und low-gradient AS basiert auf aktuellen Leitlinen und
findet derzeit breite klinische Anwendung (1, 5, 181). Ein Vergleich der
Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Herzklappengewebe
von Patienten dieser beiden Kohorten wurde erstmalig durchgefihrt.

Durchflusszytometrisch konnte aufgezeigt werden, dass BMP-2, BMP-4, BMP-
7, MIF, Gremlin-1, TGF-31, CXCL14, SDF-1 sowie CXCR4 und CXCR7 sowohl
intrazelluléar als auch auf der Oberflache von Monozyten und Thrombozyten von
Patienten mit AS nachweisbar sind (Tabelle 10). Eine signifikant reduzierte
Expression von BMP-4 in Monozyten von Patienten mit rpAS im Vergleich zu
Patienten mit IpAS deutet auf eine Eignung von monozytar exprimiertem BMP-4
als Bio- bzw. Prognosemarker der AS hin, wie ebenfalls vorangehend diskutiert.
Fur BMP-7 zeigten sich dieselben Unterschiede signifikant for trend und sollten

weiter untersucht werden. DarUber hinaus konnte eine dynamische Expression
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der Interaktionspartner der BMPs, auf Monozyten bzw. Thrombozyten
nachgewiesen werden, wie die postoperativ im Vergleich zu praoperativ
reduzierten Expressionen von CXCR4, CXCR7 und TGF-RB1 aufzeigen.
Dynamische Kranheitsprozesse stellen, wie bereits von Di Vito et al.
angenommen, einen weiteren Grund dar, warum medikamentdse Therapien der
AS bisher ohne Erfolg blieben (177). Die unterschiedlichen Anfarbungen der
BMPs und ihrer Interaktionsparter im Herzklappengewebe und Blut zeigen,
dass der AS kein homogener Pathomechanismus zugrunde liegt, sondern sich
das heterogene klinische Krankheitsbild in heterogenen Pathomechanismen
widerspiegelt. Dartber hinaus ist davon auszugehen, dass dies ein weiterer
Grund ist, warum bisherige medikamentdése Therapien der AS nicht
ansprechen. Diesem Bezug kommt insbesondere vor dem Hintergrund, dass
der optimale Therpiezeitpunkt und die individuell beste Therapiestrategie der
AS nach wie vor Gegenstand zahlreicher Forschungen sind, grof3e Bedeutung
zu (1, 182). Therapeutische Konsequenzen kénnen anhand der vorliegenden
Arbeit noch nicht gezogen werden, ein tieferes Verstandis dieser heterogenen
Pathomechanismen hilft folglich, individuelle Therapiemdglichkeiten der AS zu
schaffen. Wegen ihrer unterschiedlichen monozytdren Expression von BMP-4
und wegen einer signifikant for trend unterschiedlichen Expression von BMP-7
zwischen Patienten mit rpAS und IpAS stellen diese beiden Proteine potentielle
Biomarker der AS dar, die im Rahmen weiterer Studien untersucht werden
sollten. Bio- bzw. Prognosemarker der AS sind dringend notwendig, um die
individuell bestmogliche Therapie zum optimale Therapiezeitpunkt mit der
besten Nutz-Risiko-Abwagung durchfiihren zu kénnen (1, 6).

In  Zusammenschau bestehender Studien, die BMPs und ihre
Interaktionspartner als Modulatoren atheriosklerotischer Prozesse identifizieren
konnten und ihrer, im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen unterschiedlichen
Expressionsmustern im Herzklappengewebe und Blut in Abhéngigkeit von der
klinischen Prasentation, was auf unterschiedliche zugrundeliegende
Pathomechanismen der AS hindeutet, sind weitere Studien in jedem Falle
sinnvoll, um die Rolle der BMPs und ihrer Interaktionspartner im

Pathomechanismus der AS genauer zu verstehen und ihren Stellenwert als Bio-
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bzw. Prognosemarker oder Therapieangriffspunkte der AS zu klaren (32, 68,
82, 132, 150, 183).

Aufgrund der Zusammenhéange zwischen den klinischen Erscheinungsbildern
der AS und ihren regional unterschiedlichen Expressionsmustern im
Herzklappengewebe und Blut von Patienten mit AS zeigt die vorliegende Arbeit,
dass die AS ein sowohl klinisch als auch pathophysiologisch heterogenes
Krankheitshild ist, bei dessen Pathogenese BMP-2, BMP-4, BMP-7 und ihre
Interaktionspartner CXCR4, CXCR7 und TGF-R1 involviert sind. Sie sind
folglich sowohl potentielle prognostische, diagnostische als auch therapeutische

Tools fur neuartige Therapien der AS.
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5 Zusammenfassung

Die kalzifizierte Aortenklappenstenose (AS) ist die haufigste, erworbene
Herzklappenerkrankung in Industrielandern, die mit einer Zweijahres-
Uberlebensrate symptomatischer Patienten von 50 % eine sehr schlechte
Prognose hat (1-4, 6-10). Trotz intensiver Forschungen auf diesem Gebiet,
kann die AS medikamentds nicht beeinflusst werden, weshalb der
Herzklappenersatz bis dato die einzige, kausale Therapiemoéglichkeit darstellt
(1-4, 6-10). Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden die
Expressionen der BMPs und ihrer Interaktionspartner im Herzklappengewebe
und Blut von Patienten mit AS genauer charakterisiert, um ihre Bedeutung in
der Pathogenese der AS besser verstehen zu koénnen. Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass die BMPs und ihre Interaktionspartner im
Krankheitsprozess der AS beteilligt sind. Darlber hinaus wurden regional
unterschiedliche pathophysiologische Préasentationen von BMP-2, BMP-7 und
TGF-B1 im Herzklappengewebe abhangig vom Klinischen Erscheinungsbild
aufgezeigt. So zeigten Patienten mit einer rpAS aortalseitig reduzierte
Expressionen von BMP-2 und TGF-B1, im  ventrikularseitigen
Herzklappengewebe ist ihre Expression von BMP-7 jedoch verstarkt. Diese
Ergebnisse lassen sowohl auf regional unterschiedliche Krankheitsprozesse im
Sinne einer diskontinuierlichen Herzklappenerkrankung, als auch auf
unterschiedliche zugrundeliegende Pathomechanismen, schlieRen. Dafir
spricht ebenfalls die erhbhte Expression von BMP-2 im Herzklappengewebe
von Patienten mit high-gradient AS im Vergleich zu Patienten mit low-gradient
AS. Eine verstarkte Anfarbung von BMP-4 in Monozyten von Patienten mit IpAS
im Vergleich zur rpAS-Kohorte deutet auf eine Eignung von BMP-4 als
Biomarker der AS hin. Diese wissenschaftliche Arbeit zeigt, dass die BMPs und
ihre Interaktionspartner im Krankheitsprozess der AS involviert sind, als auch,
dass die AS klinisch und pathophysiologisch eine inhomogene Erkrankung
darstellt. Weitere Forschungen sind folglich sinnvoll, um die Rolle der BMPs
und ihrer Interaktionspartner im Pathomechanismus der AS zu verstehen sowie
auch ihre Rolle als Biomarker bzw. Therapieangriffspunkte der AS zu klaren,

um in Zukunft eine individualisierte Therapie der AS zu ermdglichen.
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