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Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen und insbesondere valvulare Herzerkrankungen sind
Krankheiten des héheren Lebensalters und enden oft letal. Die Aortenklappe unterliegt
hierbei im Rahmen der Degeneration komplexen Kalzifizierungsprozessen, die zu einer
zunehmenden Verdickung der Klappentaschen und letztlich einer
funktionseinschrankenden Stenose fuhren. Man vermutet der Atherosklerose ahnliche,
aktive zugrundeliegende Prozesse, die mit einem Umbau der extrazellularen Matrix
(ECM) der Taschen verbunden sind. Bestimmte Bestandteile der ECM wie die
Proteoglykane Biglykan (BGN), Decorin (DCN), Versican (VER) und Lumican (LUM)
sowie Hyaluronsaure (HA) und die chondroosteogenen Proteine Alkalische
Phosphatase (ALPL) und Osteopontin (SPP1) zeigten in vorangegangenen Studien an
kalzifizierten Aortenklappen bereits unterschiedliche Auspragungen. Weitgehend
unerforscht ist bislang die Zusammensetzung der ECM im Vergleich von frahen,
fibrotischen und spaten, kalzifizierten Degenerationsstadien insbesondere unter dem
Einfluss von Diabetes.

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Genexpression wichtiger ECM-Bestandteile an
fibrotischen und kalzifizierten humanen Aortenklappen von Patienten mit und ohne
Diabetes zu untersuchen. Dazu wurde mittels RT-PCR die Genexpression von
verschiedenen chondroosteogenen Markern sowie BGN, DCN, LUM und VER und von
den HA-Synthasen (HAS) 1-3 analysiert.

Die HAS1-3-Expression wurde zudem durch die Messung des HA-Gehalts durch einen
HA-ELISA verifiziert. Im Rahmen von weiterfUhrenden in vitro-Modellen an ovinen
valvularen Interstitialzellen wurden zum einen die Rolle der HA im
Kalzifizierungsprozess naher ergrindet und zum anderen der Einfluss einer
Hyperglykamie auf die Genexpression von BGN und HAS1-3 untersucht. Auch hier
wurde zusatzlich der HA-Gehalt ermittelt.

Die vorliegende Arbeit konnte in humanen Aortenklappen eine signifikante
Hochregulation der Genexpression mutmalRlich pro-kalzifizierender ECM-Bestandteile
in frihen Degenerationsstadien zeigen, zu denen die Proteoglykane BGN und VER
zahlen. Auch DCN demonstrierte diese signifikante Uberexpression in fibrotischen
Stadien. Die LUM- und ALPL-Expression blieben in den verschiedenen Stadien
unverandert, wohingegen SPP1 in kalzifizierten Stadien signifikant mehr exprimiert
wurde. Die HAS2- und 3-Expressionen waren in fibrotischen Klappentaschen
signifikant hochreguliert, was sich durch einen ebenfalls erhdhten HA-Gehalt
verifizieren lie®. Ein Diabetes hingegen schien auf die Zusammensetzung der ECM
keinen Einfluss zu haben. In vitro fuhrte eine Hyperglykdmie jedoch zu einer héheren
Expression der HAS2-3 und zu einem hoheren HA-Gehalt. Aktiv die Kalzifizierung
induzierende oder inhibierende Effekte konnten der HA in vitro nicht zugesprochen
werden.

Insgesamt kdnnten die vorliegenden Ergebnisse durch ein zunehmendes Verstandnis
der komplexen Mechanismen der Aortenklappendegeneration dabei helfen, zukunftig
praventive MalRnahmen zu entwickeln, die Progression der Erkrankung aufzuhalten
und bestehende Behandlungsmethoden zu verbessern.



Abstract

Cardiovascular diseases and especially those of the heart valves are diseases of the
older age and often lead to death. As part of the degeneration process, the aortic valve
is subject to complex calcification processes that lead to an increasing thickening of the
cusps and finally to a function-restricting stenosis. Active processes, similar to those of
atherosclerosis, are associated with a remodeling of the extracellular matrix (ECM) of
the cusps. Certain components of the ECM such as the proteoglycans biglycan (BGN),
decorin (DCN), versican (VER) and lumican (LUM) as well as hyaluronic acid (HA) and
the chondro-osteogenic proteins alkaline phosphatase (ALPL) and osteopontin (SPP1)
showed in previous studies on calcified aortic valves different expressions. To date, the
composition of ECM in early fibrotic and late calcified stages of degeneration has been
largely unexplored, especially under the influence of diabetes.

The aim of this work is therefore to investigate the gene expression of important ECM
components in fibrotic and calcified human aortic valves of patients with and without
diabetes. For this purpose, the gene expression of various chondro-osteogenic
markers as well as BGN, DCN, LUM and VER and of the HA synthases (HAS) 1-3 was
analyzed using RT-PCR.

HAS1-3 expression was also verified by measuring the HA content with an HA-ELISA.
In the context of further in vitro models on ovine valvular interstitial cells, the role of HA
in the calcification process and the influence of hyperglycemia on the gene expression
of BGN and HAS1-3 was investigated. The HA content was also determined.

In the present work human aortic valves have shown a significant upregulation of gene
expression of ECM components in early stages of disease including the proteoglycans
BGN and VER, which are supposed to have calcifiying effects. DCN also demonstrated
this significant higher expression in fibrotic stages. LUM and ALPL expression
remained unchanged in the different stages, whereas SPP1 expression was
significantly higher in the calcified stages. The HAS2 and 3 expressions were
significantly upregulated in fibrotic cusps, which could also be verified by an increased
HA content. Diabetes did not appear to have any influence on the composition of the
ECM. In vitro, however, hyperglycemia led to a higher expression of HAS2-3 and to a
higher HA content. HA did not contribute to active calcification-inducing or -inhibiting
effects in vitro.
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1 Einleitung

1.1 Kardiovaskulire Erkrankungen: Ein Uberblick

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind die flhrende Todesursache weltweit
[1]. Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes starben im Jahr 2017 allein in
Deutschland ca. 345.000 Menschen an den Folgen kardiovaskularer Erkrankungen.
Dies macht einen Anteil von 37 % bezogen auf alle Todesursachen aus [2]. Uber 90 %-
der Todesfalle ereigneten sich 2015 nach dem 65. Lebensjahr [3].

Die hohe Pravalenz ist von grof3er soziobkonomischer Bedeutung. Die in Deutschland
getatigten Ausgaben nur fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen betrugen 2015 Uber 46
Milliarden Euro. Bezogen auf alle Krankheitskosten, die sich auf knapp 340 Milliarden

Euro beliefen, ist dies ein Anteil von nahezu 14 % [4].

Neben atherosklerotischen Erkrankungen wie der koronaren Herzkrankheit (KHK),
peripherer und zerebraler arterieller Verschlusskrankheit (pAVK und cAVK) mit
ischamischen Endorganschaden wie Myokardinfarkt, Schlaganfall, Nieren- und
Herzinsuffizienz geht6ren auch die arterielle Hypertonie und insbesondere
Herzklappenvitien zu diesem Formenkreis.

In den Vereinigten Staaten liegt die Pravalenz von valvularen Herzerkrankungen
(valvular heart diseases, VHD) bei Patienten Uber 75 Jahren bei 13,3 %, wohingegen
sie in der Altersgruppe der 18 bis 44-Jahrigen nur 0,7 % betragt. Es handelt sich also
um eine vor allem das hoéhere Alter betreffende Erkrankung [5].

Von den vier Herzklappen (Trikuspidal-, Pulmonal-, Mitral- und Aortenklappe) ist die
Aortenklappe am haufigsten betroffen. Unterschieden werden eine Stenose und eine
Insuffizienz, wobei die Aortenklappenstenose die VHD mit der héchsten Pravalenz in
der westlichen Welt darstellt [6].

1.2 Die Aortenklappe und die Aortenklappenstenose

1.2.1 Allgemeines zur Pathogenese und Therapie

Die Aortenklappe fungiert als Ventil zwischen dem linken Ventrikel des Herzens und
der Aorta. In der Regel ist sie trikuspid, bestehend aus drei Klappentaschen, angelegt,
es existieren jedoch seltener auch bikuspide und unikuspide Aortenklappen als
anatomische Anlagevarianten. Pro Tag (d) 6ffnet und schlief3t sie sich etwa 100.000
Mal und ist dabei stetig hohen Scherkraften ausgesetzt [7, 8]. Sie hat bei gesunden

Patienten eine durchschnittliche Offnungsflache von 3-4 cm2.



Bei der Aortenklappenstenose handelt es sich um eine fortschreitende Erkrankung, die
beim Einsetzen von Symptomen mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat einhergeht.
Ursachlich am haufigsten flhrt eine Kalzifizierung der Klappentaschen zu einer
Reduktion der Klappenéffnungsflache (KOF). Dies bedingt einen reduzierten Auswurf
des linken Ventrikels. Die Patienten werden in ihrer korperlichen Leistungsfahigkeit
limitiert, es kommt zu Symptomen wie pectangindésen Beschwerden, Dyspnoe und
Schwindel. Im Endstadium resultiert durch die dauerhafte Mehrbelastung des Herzens
eine Herzinsuffizienz, die oft letal endet [9, 10].

Die aus degenerativen Veranderungen resultierenden Stenosen treten sehr haufig auf,
weshalb in dieser Arbeit auch auf diese das Hauptaugenmerk gelegt wurde. Faktoren
wie beispielsweise mannliches Geschlecht, fortgeschrittenes Alter, ein hoher body
mass index (BMI), eine positive Raucheranamnese, erhdhte Triglyzerid- und low
density  lipoprotein  (LDL)-Werte, eine arterielle  Hypertonie aber auch
Nierenfunktionsstérungen und Diabetes mellitus (DM) scheinen die Entstehung bzw.
Progression von degenerativen Veranderungen zu begunstigen [11-14].

Zu den eine Stenose begunstigenden, jedoch selteneren Risikofaktoren, gehdren
neben einer angeboren bikuspiden Aortenklappe [15] auch rheumatische

Erkrankungen der Herzklappen durch A-Streptokokken [16].

Diagnostik

Die transthorakale Echokardiographie (TTE) als sonographisches Verfahren ist die
Methode der Wahl. Sie ist weit verfligbar, sicher, nicht invasiv und erméglicht neben
einer sehr frihen Diagnosestellung die Beurteilung der Klappenmorphologie sowie des
Schweregrads der Stenose. Zur Stenosegradbeurteilung kdnnen hamodynamische
Parameter wie die KOF der Aortenklappe, die maximale Geschwindigkeit (Vmax) Uber
der Aortenklappe sowie der mittlere Druckgradient (dpmax) erfasst werden.

Weitere, jedoch nicht standardmaflig genutzte diagnostische Methoden stellen die

kardiale Magnetresonanztomographie sowie die Computertomographie dar [17].

Therapiemoglichkeiten

Derzeit stehen nur zwei Behandlungsmethoden zur Verfigung: der chirurgische
Aortenklappenersatz (aortic valve replacement, AVR) durch biologische oder
mechanische Herzklappen und kathetergestitzte Verfahren (transcatheter aortic valve
replacement, TAVR). Die Leitlinien der American Heart Association (AHA) und des
American College of Cardiology (ACC) von 2017 raten bei einer schweren
symptomatischen  Aortenklappenstenose mit niedrigem bis intermediarem

perioperativem Risiko primar zum AVR [18].



In  Deutschland wurden im Jahr 2017 dber 21.000 offen chirurgische
Herzklappeneingriffe vorgenommen [19]. Der chirurgische Aortenklappenersatz ist in
der Regel ein mehrstindiger operativer Eingriff mit prozedural bedingtem gesteigertem
peri- und postoperativem Risiko. Die Tatsache, dass die Pravalenz der
Aortenklappenstenose mit hdherem Alter zunimmt [20], und die Lebenserwartung der
Menschen stetig steigt, fuhrt daher nicht selten zu einer Limitierung dieser Art der
Behandlung.

Begrenzend sind des Weiteren bestehende Komorbiditaten, eine schlechte
linksventrikulare Pumpfunktion, Fettleibigkeit, ein vorausgegangener Myokardinfarkt
sowie ein schlechter Allgemeinzustand [21]. Untersuchungen aus den Vereinigten
Staaten ergaben, dass lediglich etwa die Halfte der an einer schweren
Aortenklappenstenose leidenden Patienten Uberhaupt fur einen operativen Eingriff
geeignet sind. Tatsachlich unterziehen sich insgesamt nur schatzungsweise 40 % dann
auch tatsachlich der Operation (OP) [22].

Gemal den Leitlinien ist eine TAVR nur im Falle von Kontraindikationen fir ein AVR
indiziert und wenn postinterventionell ein Uberleben von mehr als zwdlf Monaten
erwartet wird. Auch als Alternative bei mittlerem und insbesondere hohem
Operationsrisiko ist eine TAVR zu erwagen [9, 18]. Die Finf-Jahres-Uberlebensrate in
den jeweiligen indikationsgerecht therapierten Kollektiven liegt fir die AVR bei ca.
68 % [23] und fur die TAVR bei 48 % [24].

Eine wirksame medikamentose Therapie zur Heilung oder Verhinderung der

Progression existiert aktuell nicht [25].

Degeneration der Aortenklappe

Die Kalzifizierung spielt die zentrale Rolle bei der Degeneration der Aortenklappe.
Wahrend altere Hypothesen zur Pathogenese von passiven Kalzifizierungsprozessen
ausgingen, weisen neuere Erkenntnisse auf einen aktiv regulierten Vorgang hin.
Bisherige Studien lassen hierbei groRe Ahnlichkeiten von Pathophysiologie und
Risikofaktoren mit der Atherosklerose erkennen [11, 26-28].

Neben pradisponierenden Faktoren wie einer beglinstigenden Anatomie (Anlage einer
bikuspiden Aortenklappe) und Komorbiditdten wie zum Beispiel (z.B.) einer
Niereninsuffizienz und dem metabolischen Syndrom wird insbesondere dem durch
Scherkrafte verursachten, mechanischen Stress eine besondere Bedeutung bei der
Initierung des Kalzifizierungsprozesses beigemessen. Hierdurch entstandene
Lasionen der Endothelschicht begunstigen, analog zu atherosklerotischen Prozessen,
die Einlagerung von LDL. Dieses unterliegt einer oxidativen Modifikation und wird unter
anderem von Proteoglykanen (PG) als Bestandteil der extrazellularen Matrix (ECM)

gebunden. Auch wird die Einwanderung von Entzindungszellen wie T-Lymphozyten,
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Monozyten und Makrophagen angeregt, die wiederum in der Lage sind, oxidiertes LDL
(oxLDL) aufzunehmen und uber die Expression von Oberflachenmolekllen sowie die
Ausschittung von Zytokinen Entzindungs- und Umbauprozesse der ECM zu
vermitteln. Zu diesen Oberflachenmolekillen zahlen bestimmte Rezeptoren, wie toll
like-Rezeptoren (TLR). Die Familie der TLR tragen Uber die Bindung und Erkennung
von Liganden zur Stimulation der angeborenen Immunantwort bei [29].

Durch Immunzellen freigesetzte Zytokine und Mediatoren wie der transforming growth
factor-B (TGF-B) haben eine Stimulation von valvularen Interstitialzellen (VIC) zur
Folge. Stimulierte VICs sezernieren diverse Proteine und Stoffe, die folgend den
komplexen Umbau der valvularen ECM bewirken. Angeregt wird auch die
Differenzierung und Proliferation von Myofibroblasten, von denen eine Subpopulation
wiederum vermutlich einen Osteoblasten-ahnlichen Phanotyp annehmen kann [30].
Diese sind fahig, extrazelluldare Knochenmatrix-Proteine zu sezernieren. Uber eine
anfangliche Fibrose endet dieser Prozess schliellich in einer ektopen Kalzifizierung mit
zunehmender Zellapoptose und Verdickung der Aortenklappentaschen. Sehr stark
kalzifizierte Klappentaschen weisen histologisch sogar Knochenlamellen auf [31-35].
Fibrosierung und Kalzifizierung bedingen funktionelle Einschrankungen der
Aortenklappe, die zu einer verminderten Flexibilitdt der Klappentaschen und einer
Reduktion der Offnungsflaiche fiihren. Der erhdhte Flusswiderstand durch die
Aortenklappenstenose resultiert in kardialen und hamodynamischen Veranderungen,
deren Konsequenz die vorangehenden benannten Symptome des Patienten sind. Im
Folgenden soll der Aufbau der Aortenklappe und insbesondere die Rolle der ECM
naher beleuchtet werden. Der ECM wird eine zentrale und auch bis heute nicht

ganzlich verstandene Rolle im Kalzifizierungsprozess zugeschrieben.

1.2.2 Der anatomische Aufbau der Aortenklappe

Die Aortenklappe besteht aus drei Aortenklappentaschen: den Valvulae semilunares
sinistra, dextra und posterior, die an einem Faserring, dem Anulus fibrosus, im Bereich
der Aortenwurzel befestigt sind. Ihre Aufgabe ist die Freigabe der linksventrikularen
Ausflussbahn wahrend der Systole und ein sicherer Verschluss der Aortenklappe in der
Diastole, um einen retrograden Blutfluss in Richtung des Herzens zu verhindern.

Der sichere Klappenschluss in der Diastole wird gewahrleistet durch jeweils einen
kleinen Knoten an jeder Tasche, dem sog. Nodulus valvulae semilunaris. Dieser
befindet sich, genau wie ein seitlich davon liegender Saum, die Lunula valvulae
semilunaris, am freien Rand einer jeden Klappentasche. Beide Strukturen

gewahrleisten beim Kontakt der Valvulae in der Diastole eine sichere Abdichtung der
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Aortenklappe. Zu Beginn der aszendierenden Aorta, direkt hinter den Taschen der
Aortenklappe, befinden sich die Abgange der Koronararterien Aa. coronariae sinistra
und dextra [36].

Eine Aortenklappentasche weist eine typische Dreischichtung auf. In der Mitte liegt die
Lamina spongiosa, gen linken Ventrikel schlie®t sich die Lamina ventricularis an, in
Richtung Aorta die Lamina fibrosa. Die Laminae fibrosa und ventricularis werden
jeweils von einer Lage valvularer Endothelzellen (VEC) bedeckt.

Allen drei Schichten ist das Vorkommen von VICs gemeinsam. In der Lamina
ventricularis findet sich zuséatzlich reichlich Elastin, dessen Fasern sich wahrend der
Systole entspannen und so ein Offnen erméglichen, der Herzklappe jedoch durch
Verlangerung und Verhartung wahrend der Diastole Widerstandsfahigkeit verleihen.
Die Lamina spongiosa im inneren Teil ist eine lockere Bindeschicht und enthalt
Uberwiegend Glykosaminoglykane (GAG) sowie PG, wahrend die Lamina fibrosa
dichtes, strukturverleihendes Kollagen beinhaltet. Sowohl Elastin, als auch GAGs wie
Hyaluronsaure (HA), Kollagen, PG, Glykoproteine und weitere, neben den VECs und
VICs vorkommende Bestandteile, werden unter dem Oberbegriff der valvularen ECM
zusammengefasst [31, 37, 38]. Sie bildet ein dreidimensionales, gewebespezifisches
Strukturgerlist um die Zellen und sorgt so fiur eine hohe Viskoelastizitat. lhr
Hauptproduzent sind kardiale Fibroblasten [39, 40].

Zwischen den Zellen und der ECM besteht eine komplexe Interaktion, die
Zellmigration, -adhasion, -proliferation und -tUberleben steuert. Die Zusammensetzung
der Matrix wird regelmafig im Rahmen von Reparaturprozessen erneuert und den

Anforderungen entsprechend modifiziert [7, 38].

1.2.3 Die einzelnen Bestandteile der ECM und ihre Rolle im
Kalzifizierungsprozess

Proteoglykane

Ein wichtiger Bestandteil der ECM sind PG. Sie gehdren zur Familie der Glykoproteine
und zeichnen sich neben einem Kernprotein durch einen individuellen GAG-Anhang
aus. Anhand der Zusammensetzung der GAG-Ketten kdnnen sie in Subgruppen
unterteilt werden [41, 42]. Eine dieser Subgruppen stellen die small leucin-rich
proteoglycans (SLRP) dar, zu denen unter anderem Biglykan (BGN), Lumican (LUM)
und Decorin (DCN) gehdren [43, 44]. Die Hyalectane sind eine Gruppe von PG, die

sowohl Hyaluronan als auch Lectin binden. Versican (VER) besitzt, wie auch



beispielsweise Aggrecan, Neurocan und Brevican, diese Eigenschaft und wird ihnen

zugeordnet [45].

Das zu den SLRPs gehdérende BGN besteht aus einem Kernprotein und einer
Chondroitin- oder Dermatansulfat-GAG-Kette und ist nicht nur an der Kollagen-
Fibrillogenese beteiligt, sondern inhibiert auch die Thrombin- und Plattchenaktivitat und
wirkt proliferierend auf verschiedene Zelltypen [46-49]. Es kommt in der ECM vieler
Gewebe des Korpers vor, so beispielsweise auch in Arterienwanden. Produziert wird
BGN dort von Glattmuskelzellen. In atherosklerotischen Lasionen der GefalRwand
findet sich eine Uberexpression von BGN, was auf eine Beteiligung an den
pathologischen Prozessen schliefden lasst [50-52]. Des Weiteren ist BGN ebenfalls
gehauft in der zentralen Schicht von Aortenklappentaschen lokalisiert [53, 54]. In
stenotischen Aortenklappen zeigte sich in vorangegangenen Studien eine
Hochregulation des PGs, das unter anderem Uber die Signalkaskade der TLR-2 und 4
die Bildung des sog. Phospholipidtransferproteins (PLTP) anzuregen scheint, was
letztlich eine Lipidretention und damit auch eine Kalzifizierung der Herzklappen
beglnstigt [35, 55]. VICs mit erhdhter BGN-Expression triggerten in vitro Gber den
TLR-2-Signalweg und einer damit verbundenen bone morphogenic protein-2-(BMP-2-)-
und Alkalische Phosphatase-(ALP-) Expression die Osteogenese [56], was dem SLRP

ebenfalls pro-kalzifizierende Eigenschaften zuspricht.

Mit 57% genetischer Ubereinstimmung haben BGN und DCN die gréRte strukturelle
Ahnlichkeit in der Familie der SLRPs [43]. DCN besteht neben einem Kernprotein
ebenfalls aus einem Dermatan- oder Chondroitinsulfatanhang [45] und wird
hauptsachlich von Fibroblasten der ECM synthetisiert. Die Aufgaben und Funktionen
sind vielseitig. Es spielt nicht nur eine Rolle in der Wundheilung, Angiogenese oder
Bildung bzw. Formation von Kollagenfibrillen, vielmehr ist es in der Lage, bestimmte
Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise den im Kalzifizierungsprozess vorkommenden
und ihn foérdernden TGF-B, zu internalisieren und somit die von ihm ausgeltste
Kaskade zu unterbrechen [57, 58].

Ein Rattenmodell zu Prozessen der Kalzifizierung der Knochenmatrix aus dem Jahr
1999 zeigte bereits, dass frihe Stadien der Kalzifizierung durch ein vermindertes
Vorkommen von DCN wund einen Zusammenschluss von Kollagenfibrillen
gekennzeichnet sind. Dies kann im Umkehrschluss als eine anti-kalzifizierende
Wirkung DCNs gedeutet werden [59-62].

DCN zeigte in einer in vitro-Studie an nicht valvularem Gewebe eine pro-fibrotische
Wirkung und scheint ferner in aortalen Muskelzellen als Induktor der Kalzifizierung zu

fungieren [63, 64]. Auch in humanen Aortenklappen ist das PG vorzufinden. Eine
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Proteomanalyse der ECM kalzifizierter Aortenklappen ergab in von Kalzifizierung
betroffenen Aortenklappen eine erhéhte Expression von DCN [65]. Ortlich war DCN
dort in unmittelbarer Nahe zu Kalkkndtchen, jedoch nicht in deren Zentren auffindbar
[66].

Welche Rolle DCN im Degenerationsprozess humaner Aortenklappen spielt, ist ebenso

wenig wie seine Wirkungsweise geklart.

LUM, ebenfalls ein Mitglied der SLRPs, ist ein Keratansulfat-haltiges PG, dessen
Kernprotein eine ahnliche Grofle wie die seiner Verwandten BGN und DCN aufweist
[67]. Es wird in zahlreichen Geweben exprimiert, so unter anderem in Gefallwanden
[68-70] und der Knochenmatrix [71] und ist in der Lage, durch die Interaktion seines
Kernproteins mit Kollagen den Durchmesser von Kollagenfibrillen einzuschranken [67]
und somit fur eine gewisse Stabilitat des Gewebes zu sorgen.

Die veranderte LUM-Expression in Osteosarkomen, malignen Melanomen, Mamma-
und Pankreaskarzinomen sowie kolorektalen Karzinomen deutet zudem auf eine Rolle
in der Pathogenese maligner Tumore hin [72-78].

Auch in GefaRwandbereichen atherosklerotischer Lasionen konnte ein erhdhtes
Vorkommen des leucinreichen PGs beschrieben werden [79]. Die Datenlage zu LUM in
kalzifizierten Aortenklappen hingegen ist inkonsistent. Martin-Rojas et al. fanden in
kalzifizierten Aortenklappen ein gesteigertes Vorkommen von LUM [65]. Eine
Proteomanalyse von Suzuki et al. konnte in einem Kollektiv von n=6 Patienten mit
degenerierten Aortenklappen keine Unterschiede in der LUM-Kernproteinmenge im
Vergleich kalzifizierter und nicht kalzifizierter Areale nachweisen. Kalzifizierte
Klappenbereiche wiesen allerdings eine insuffiziente LUM-Glykosylierung auf [80].
Diese Datenlage erschwert die Einordnung der Bedeutung von LUM flir den

Kalzifizierungsprozess humaner Aortenklappen.

PG aus der Gruppe der Hyalectane sind ebenfalls in vielen Geweben vorzufinden.
Knorpelspezifisch ist beispielsweise Aggrecan, wohingegen Neurocan und Brevican
vorzugsweise im zentralen Nervensystem zu finden sind.

In Weichteilgeweben findet sich ein gesteigerter Anteil des PGs VER, das entweder
einen Chondroitin- oder einen Dermatansulfatanhang aufweist [45, 81]. Seine
Aufgaben sind vielfaltig und reichen von der Regulation der Zellmigration, -adhasion
und -proliferation bis hin zur Beteiligung an inflammatorischen Prozessen [82]. Letztere
werden vermutlich Gber die Bindung von VER an TLR und CD44 vermittelt [83-85].
VER kommt unter anderem in der menschlichen Aortenwand vor [86]. Es ist bekannt,
dass das PG im Rahmen der Atherosklerose, aber auch der Restenosierung von

GefalRen eine relevante Rolle spielt. So konnte bereits gezeigt werden, dass es nach
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einer Verletzung der Gefallwand zu einer hdheren VER-Expression kommt. Auch in
der Umgebung von Kalkkndtchen in Kkalzifizierten Aortenklappen konnte ein
gesteigertes Vorkommen von VER nachgewiesen werden. Studien deuten darauf hin,
dass prokalzifizierendes TGF-B fur die gesteigerte Expression dieses PGs
verantwortlich sein kénnte [66, 85, 87-90].

Glykosaminoglykane: Hyaluronséaure

GAG zeichnen sich durch das Vorkommen vieler Disaccharideinheiten aus. Ein
bekannter Vertreter der GAG-Gruppe ist die HA. Im Gegensatz zu anderen GAGs wird
HA nicht im Golgi-Apparat synthetisiert, sondern durch membranstandige Enzyme [91].
Von diesen Enzymen, den sog. HA-Synthasen (HAS), sind bei den Saugetieren drei
Isoformen, HAS1-3, bekannt. Sie besitzen unterschiedliche Enzymaktivitaten, wobei
HAS2 die aktivste Isoform zu sein scheint. Zudem sind die von ihr produzierten HA-
MolekUle deutlich langer als die der HAS1 und 3 [92-95].

HA hat die Eigenschaft, Wasser zu binden und Gewebe auf diese Art Viskoelastizitat
zu verleihen [41]. Sie wird haufig von anderen PG gebunden und reguliert auf
komplexe Art und Weise nicht nur die Gewebearchitektur, sondern auch Zellmigration
und -proliferation.

In Gefalkwanden findet sich HA in der endothelialen Glykokalyx und in der Adventitia.
Bei atherosklerotischen Prozessen, die Ahnlichkeiten mit der Kalzifikation von
Aortenklappen aufweisen, scheint die HA divergente Rollen zu spielen. Neben
vasoprotektiven Eigenschaften wird dem GAG auch eine pathogenetische Bedeutung
zugeschrieben [96]. Inflammatorische Prozesse wie Leukozyten-, Monozyten- und
Makrophagenrekrutierung sowie die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren werden
grolienteils Uber die Bindung an den HA-Rezeptor CD44 reguliert [97-99]. Hierbei
scheint das Molekulargewicht der HA eine nicht unerhebliche Rolle zu spielen: Die
Molekile mit hohem Gewicht wirken eher anti-inflammatorisch, anti-angiogenetisch
und immunsuppressiv, wohingegen die leichteren inflammatorisch, angiogenetisch und
immunstimulierend agieren [100].

In kalzifizierten Aortenklappen bzw. in kalzifizierten Bereichen der Herzklappe wurde
HA bislang als vermindert vorkommend beschrieben [66, 101]. Rodriguez et al.
konnten zeigen, dass eine Stérung von HA oder die Blockade seines Rezeptors CD44
zu einer erhohten Kalzifizierung fuhrt. Hieraus leiteten die Autoren der Studie eine
protektive Wirkung gegeniber Kalzifizierungsprozessen ab [102].

Krishnamurty et al. fanden 2017 heraus, dass in kalzifizierten Aortenklappen neben der
Bildung von pathologischen Schwere-Ketten-HA ein gestértes Gleichgewicht zwischen
HAS und HA-abbauenden Enzymen vorliegt, was wiederum zu einer abnormen

regionalen HA-Expression fuhrt [103]. Zur komplexen Regulation und den vielfaltigen,
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teils kontraren Wirkungen der HA in den verschiedenen Stadien der kalzifizierenden

Aortenklappendegeneration liegen nur rudimentare Daten vor.

Chondroosteogene Proteine

Osteopontin (OPN), codiert durch das Gen secreted phosphoprotein 1 (SPP1), ist
hauptsachlich ein in Knochen vorkommendes, pro-inflammatorisches Matrixprotein. Es
wird von zahlreichen Zellentitaten produziert und kann Myofibroblasten stimulieren
sowie die Aktivitdt von Osteoblasten regulieren. Somit ist es ein wichtiger Baustein im
Rahmen der Mineralisation [104, 105]. Aus vorangegangenen Studien ist eine
Hochregulierung des Proteins in Prozessen der Wundheilung,
Autoimmunerkrankungen, Fibrose und Atherosklerose bekannt [106-109].

Uber die Rolle von OPN im Kalzifizierungsprozess von Aortenklappen ist zum aktuellen
Zeitpunkt nur wenig bekannt. Hohe Plasma-OPN-Spiegel scheinen mit dem Vorliegen
einer kalzifizierten Klappe in Verbindung zu stehen und korrelieren mit der Héhe des
gemessenen valvularen Kalziumgehalts [110]. Mehrere Studien haben nachgewiesen,
dass der OPN-Plasmaspiegel auch bei asymptomatischen Patienten mit einer
Aortenklappenstenose im Vergleich zu Gesunden erhéht ist, sodass dieser Parameter
Potenzial als diagnostischer Biomarker besitzen kdnnte [105, 110-112]. Zudem weist
kalzifizierender biologischer Herzklappenersatz in pathologisch veranderten Bereichen
im Vergleich zu nicht verkalkten Arealen OPN auf, was ebenfalls auf einen relevanten
Einfluss des Proteins auf die Kalzifizierung schlieen lasst [113].

Interessanterweise diskutieren einige Studien Uber OPN eine eher den
Kalzifizierungsprozess modifizierende, denn initierende Wirkung: Grases et al.
beobachteten in diesem Kontext eine Kontrolle der Mineralisation durch OPN [114],

Steitz et al. gar die Induktion des Mineralablagerung-Abbaus [115].

Die ALP, codiert durch das Gen ALPL, ist ein membranstandiges Metalloenzym und
umfasst eine Gruppe diverser gewebespezifischer Isoenzyme.

Ihr werden zahlreiche Aufgaben und Funktionen zugesprochen, unter anderem in der
Embryonalentwicklung und Zelldifferenzierung, im Lipidtransport, in der Regulation des
intestinalen und renalen Phosphattransports, im Transport von Immunglobulin G-
(IlgG)-Molekulen wahrend der Schwangerschaft, in der Regulation von pankreatischen
Chloridkanalen aber auch im Mineralisierungsprozess der Knochen. Dort scheint es
den lokalen Gehalt von Phosphationen zu steigern und somit die Kalzifizierung zu
initiileren [116].

Eine Studie an humanen VICs von Mathieu et al. wies einen Zusammenhang von ALP-
Aktivitat und Kalzifizierung nach [117]. Auch im Rahmen der Mineralisation

bioprothetischer Klappen wurde ein erhdhter ALP-Gehalt nachgewiesen [118].
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Detaillierte Informationen Uber die Wirkmechanismen, Regulation und Rolle im

Kalzifizierungsprozess humaner Aortenklappen fehlen zum aktuellen Zeitpunkt jedoch.

1.3 Diabetes mellitus

Neben kardiovaskularen Erkrankungen nimmt auch die Stoffwechselerkrankung DM
einen immer héheren Stellenwert gerade in der modernen Gesellschaft ein.
Schatzungen der International Diabetes Federation (IDF) zufolge litten im Jahr 2017
etwa 8,4 % der adulten Weltbevdlkerung an einem DM, bis zum Jahre 2045 vermutet
sie einen Anstieg auf knapp 10 %. Auch der Anteil von Patienten mit einer gestorten
Glukosetoleranz, einem sog. Pradiabetes, wird schatzungsweise von 7,7 % im Jahr
2017 auf 8,4 % im Jahr 2045 steigen.

Wirft man einen Blick auf die globalen krankheitsbedingten Kosten, so nehmen diese in
dem zuvor genannten Zeitraum voraussichtlich um 108 Milliarden US-Dollar zu [119].
Neben den dramatischen Folgen fir die betroffenen Patienten bedeutet dies also auch

eine immense Kostenbelastung fir die Gesundheitssysteme.

Gekennzeichnet ist die Erkrankung durch eine Hyperglykamie, definiert Uber einen
Nuchtern-Blutzucker = 126 mg/dl, eine Plasmaglukose = 200 mg/dl zwei Stunden (h)
nach einem oralen Glukosetoleranztest [120] oder einen HbA1c-Wert > 6,5 % [121].
Diese wird entweder durch eine gestorte Insulinsekretion, eine Insulinresistenz oder
eine Kombination aus beidem hervorgerufen. Diabetische Langzeitschaden sind
vielfach Folge von Stérungen der Mikrozirkulation und bedingen irreversible
Endorganschaden unter anderem an Augen, Nieren und peripherem Nervensystem.
Unter Bericksichtigung pathogenetischer und klinischer Aspekte lassen sich in einem
vereinfachten Klassifikationssystem vier Typen unterscheiden:

Der Typ 1-Diabetes (T1DM) entsteht durch eine, haufig immunmodulierte, Zerstérung
der B-Zellen des Pankreas, was zu einem absoluten Insulinmangel fuhrt. Er macht ca.
5-10 % der Diabetestypen aus und manifestiert sich kumuliert im juvenilen Alter. Eine
idiopathische Genese ist eher selten.

Der Typ 2-Diabetes (T2DM) ist mit 90-95 % die haufigste vorkommende Form der
Stoffwechselerkrankung, tritt vorwiegend in hoherem Lebensalter auf und ist mit dem
metabolischen Syndrom assoziiert. Vor allem Ubergewichtige Erwachsene oder jene
mit erhdhtem abdominellem Fettgehalt erkranken an dieser Form, die durch eine
Insulinresistenz bzw. einen relativen Insulinmangel gekennzeichnet ist.

Die dritte Gruppe umfasst eine Reihe von seltenen genetischen Defekten der (B-Zell-

Funktion, wie beispielsweise den MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young), aber
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auch Erkrankungen des exokrinen Pankreas, endokrinologische Erkrankungen,
medikamenteninduzierte Formen, Infektionskrankheiten oder verschiedene genetische
Krankheiten, die mit der Entstehung eines Diabetes assoziiert sind.

Zu der vierten Gruppe zahlt der Gestationsdiabetes, der sich in den meisten Fallen
nach der Entbindung selbst limitiert, jedoch mit einem  erhohten
Schwangerschaftsrisiko und gesteigerten Risiko fur die Entwicklung eines T2DM
Ubergeht [122].

1.4 Einfluss eines T2DM auf die Zusammensetzung der ECM im
Rahmen der Aortenklappenkalzifizierung

In dieser Arbeit wurde der Fokus auf Patienten mit Aortenklappenstenose und
komorbidem T2DM gelegt. Sowohl fir den T2DM als hdéchstpravalenteste
Diabetesform als auch fir die kalzifizierende Aortenklappenstenose sind die gleichen
Risikofaktoren vorbeschrieben [123], sodass sich ein gehauftes Auftreten beider
Erkrankungen vermuten lasst.

Zugleich gilt der T2DM selber als unabhangiger Risikofaktor fir die Entstehung
kalzifizierender Aortenklappenstenosen [11]. Erwartungsgemaf zeigten
Untersuchungen von Deutscher et al. eine Assoziation von DM und kalzifizierenden
Aortenklappenstenosen [124]. Korrespondierend hiermit ging in einer Untersuchung
von Lorusso et al. das Vorliegen eines DM mit einer schnelleren Degeneration von

biologischen Herzklappenersatzen einher [125].

Die diese Assoziation erklarenden pathophysiologischen Prozesse sind bislang noch
unzureichend verstanden. Ein beteiligter Faktor kénnte eine DM-assoziierte erhdhte
systemische Entziindungsaktivitat sein. So weisen Diabetiker im Vergleich zu Nicht-
Diabetikern eine signifikant hohere TLR-2 und TLR-4-Auspragung auf ihren
Immunzellen auf [126]. Studien liefern zudem Hinweise auf einen relevanten Einfluss
des DM auf die Zusammensetzung der ECM. So sind fir die Atherosklerose [127-129],
die Adipositas [130, 131] und die Nephropathien [132-134] mit DM assoziierte
Veranderungen der Expression von BGN und DCN beschrieben.

Chondroosteogene Marker wie die ALP zeigten sich in einem Tiermodell in Leber und
Darm hyperglykamischer Tiere deutlich erhéht [135, 136], ferner wurden erhéhte ALP-
Spiegel als Risikofaktor flir die Entstehung einer Leberfibrose bei Diabetikern vermutet
[137].

Auch die Regulation von OPN scheint durch eine Hyperglykamie beeinflusst zu

werden. Die pankreatische OPN-Expression bei T1DM-Patienten konnte
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dosisabhangig durch Glukose verstarkt werden, eine dauerhafte Glukoseexposition
fUhrte jedoch wieder zu einer reduzierten OPN-Expression [138].

Interessanterweise scheinen die OPN-Plasmaspiegel bei T2DM-Patienten im Vergleich
zu Nicht-Diabetikern in  frGhen, asymptomatischen Stadien der koronaren

Atherosklerose erhdht zu sein [139].

Fir GAGs, insbesondere fur die HAS, stellt die Glukose einen der wichtigsten
Bausteine dar. Untersuchungen von Roseman et al. an Streptokokken zeigten eine
Korrelation von Glukosegehalt und HA-Synthese [140]. Gleiches konnte von anderen
Arbeitsgruppen auch an einem T1DM-Rattenmodell [141] und letztendlich bei an T1DM
erkrankten Patienten bestatigt werden [142].

Heickendorff et al. untersuchten die aortale Tunica media von Diabetikern und Nicht-
Diabetikern und sahen in nicht atherosklerotisch betroffenen Gefallwandabschnitten
bei Diabetespatienten deutlich mehr HA. In pathologisch veranderten Bereichen war
der HA-Gehalt sowohl bei Zuckerkranken als auch bei Gesunden deutlich geringer,
was auf einen Einfluss des Diabetes auf den HA-Gehalt und damit auf die ECM von
Gefallwanden hinweist [143]. In einem Tiermodell demonstrierten McDonald et al. eine
hdéhere HA-Akkumulation in den Koronararterien diabetischer hyperlipiddmischer Tiere,
die wiederum mit einer erhohten Atherogenese vergesellschaftet war [127].
Mesangialzellen zeigten in vitro unter hyperglykamischen Bedingungen eine
gesteigerte Produktion von HA mit hohem Molekulargewicht durch die HAS2, deren
Expression im Gegensatz zu der HAS3-Expression, ebenfalls hochreguliert war. HA
mit hohem Molekulargewicht wird eine anti-inflammatorische und anti-proliferative
Wirkung zugeschrieben. HA mit mittlerem bis niedrigem Molekulargewicht hingegen,
wie von der HAS3 synthetisiert, weist die dazu kontraren Eigenschaften auf [144].
Welchen Einfluss ein DM auf die Expression der HAS1-3, die HA-Bildung und die

Wirkungsweise der HA in humanen Aortenklappen besitzt, ist bislang nicht bekannt.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

HA, HAS1-3, PG und chondroosteogene Proteine wurden bereits in der Pathogenese
der degenerativen Aortenklappenstenose beschrieben. Zahlreiche Aspekte zu diesen
ECM-Bestandteilen sind jedoch noch unklar und sollen im Folgenden Gegenstand der

Fragestellungen sein:

1. Gibt es Unterschiede in der Genexpression verschiedener Bestandteile der
ECM humaner Aortenklappen in frihen (fibrotischen) und fortgeschrittenen
(kalzifizierten) Stadien der Degeneration? Auf messenger ribunonucleoic acid-
(mRNA)-Ebene wird hierzu die Expression von BGN, DCN, VER, LUM, OPN,
ALPL und der HAS 1-3 untersucht.

2. Unterscheidet sich die 0.g. Genexpression bei Diabetikern im Vergleich zu
Nicht-Diabetikern?

3. Korrelieren die Ergebnisse der Untersuchungen fir HAS1-3 mRNA-Expression
mit dem quantitativen HA-Gehalt humaner Aortenklappen in den
unterschiedlichen Krankheitsstadien? Hierzu wird der quantitative HA-Gehalt
mittels HA-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ermittelt.

4. Gibt es Unterschiede in den fur die Polymerasekettenreaktion (PCR) und den
HA-ELISA herangezogenen Patientenkollektiven von Diabetikern und Nicht-
Diabetikern bezlglich Vorerkrankungen, Risikofaktoren oder sonstigen
Merkmalen?

5. a) Gibt es in vitro in ovinen VICs unter Zugabe von kalzifizierendem Medium

und gleichzeitiger Inhibition des HA-Rezeptors CD44 eine Anderung des
Kalziumgehalts der Zellen?

b) Andert sich in vitro in ovinen VICs die Genexpression von BGN und HAS 1-3
unter verschiedenen Glukosespiegeln im Zeitverlauf?

c) Lasst sich die mMRNA-Expression von HAS 1-3 in Form eines korrelierenden
HA-Gehalts mittels ELISA verifizieren?

Die hieraus resultierenden Ergebnisse kdnnten durch einen tieferen Einblick in das
komplexe Zusammenspiel der ECM, ihre Regulationsmechanismen und ihre
Beeinflussung durch hohe Glukosespiegel zu neuen Ansatzpunkten flr Behandlungs-

und Praventionsansatzen, insbesondere bei T2DM-Patienten, beitragen.
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2 Material und Methodik
2.1 Material

211 Technische Gerate und Software
Technische Gerate

Autoklav

Destilliergerat

Gefriertrocknungsanlage
Gefriertrocknungsvakuumpumpe

Homogenisator

Inkubator

Kamera

Mikroskope
Mikroskop-Kamera
Milli-Q®-Wassersystem
Milli-Q®-Wasserfilter 0,22um
NanoDrop Spektrophotometer
PCR-Gerat

pH-Elektrode
pH-Meter

Photometer
Plattformschuttler
Sicherheitswerkbank
Thermocycler
Thermomixer
Ultraschall-Homogenisator
Vortexmischer

Waagen

Wasserbad

14

Systec VX95

GFL, Art.-Bez.: Typ 2102, No. 102785011
Martin Christ Alpha 2-4 LSC

Vacuubrand Typ RC 6

Art Labortechnik, Art-Miccra D-8, Art.-Nr.
10291

Thermo Scientific HERAcell 240

Canon PowerShot SX20IS

Leica DM IL LED und DM 2000

Leica DFC 425 C

Millipore, Art.-Nr. ZMQS50F01

Millipore, Art.-Nr. FSNN09961

Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 1000
Applied Biosystems, 7300 RealTime PCR
System

WTW, SenTix21®

WTW, inoLab®

Eppendorf, BioPhotometer plus V.1.04
und Thermo Scientific, Multiskan FC
Heidolph, Polymax 2040

Thermo Scientific HERAsafe KS

Peqglab Biotechnologie GmbH, advanced
Primus 96

Eppendorf, Modell 5436

Braun-Sonic 125
Heidolph, REAX
Industries, Vortex Genie 2

Sartorius, BP110S / 2001 MP2 / MC1 LC
2200 P

GFL, Typ 1092, No. 10204201C

top und Scentific



Zentrifugen

Software

Eppendorf Centrifuge 5804R, 5424B und
5415R, Heraeus Labofuge 300, Hettich

Universal 16

Datenverwaltung: Microsoft Office Excel 2003

Mikroskop: Leica Application Suite, Version 3.8.0

NanoDrop: ND-1000 V.3.7.0

PCR: Applied Biosystems 7300 System SDS Software Version 1.4.0.25
PCR: Applied Biosystems ABI PRISM™ PrimerExpress™ Version 2.2.0

Statistik: GraphPad Prism 6

21.2 Verbrauchsmaterial
6-Mikrovertiefung Platte
96-Mikrovertiefung Platte
Falcons 15 ml

Falcons 50 ml
Gewebekulturflasche T-75
Kosmetiktlicher, 2-lagig
Kryoréhrchen

Kivetten
Mikrozentrifugationsgefae 1,5 mi
Parafilm

PCR SoftTubes 0,2 ml

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen Stripette® Zellkultur
Plastikbeutel

QIAShredder

Reaktionsgefalie 2 ml

Stericup & Steritop

Zellschaber 16 cm

15

Starlab, Art.-Nr. CC7672-7506

Greiner bio-one, Art.-Nr. 655201

Greiner bio-one, Art.-Nr. 188271

Sarstedt, Art.-Nr. 62.559.001

Greiner bio-one, Art.-Nr. 658175

Tapira, Art.-Nr. 07730012

VWR, Art.-Nr. 479-1262

Carl Roth, Art.-Nr. 759210

Kisker Biotech, Art.-Nr. GO52BP

Sigma, Art.-Nr. P7793-1EA

Biozym Scientific, Art.-Nr. 711087
Starlab, Art.-Nr. S1110-3800, S1111-
6800, S1111-1800, S1120-3810, S1123-
1840, S1120-8810, S1126-7810

Corning Inc., Art.-Nr. 4487, 4488, 4489
Carl Roth, Art.-Nr. E706.1

Qiagen, Art.-Nr. 1011711

Biozym Scientific, Art.-Nr. 710320
Millipore, Art.-Nr. SCGPUO5RE

Sarstedt Inc., Art.-Nr.: 83.1832



21.3 Gewinnung von RNA, Herstellung von complementary
Desoxyribonukleinsdure (cDNA) und PCR

Chemikalien
2-Mercaptoethanol, 298 % (B-ME)
2-Propranol 299% (Isopropranol)
Aqua destillata (Aqua dest.)
Chloroform, min. 99 %
Ethanol absolute CHROMASOLV®
Platinum®SYBR®Green
QuantiTect® Reverse Transcription Kit

- gDNA Wipeout Buffer, 7x

- OmniScript™ RT (4 units/pl)

- Primer Mix

- Quantiscript® RT Buffer, 5x

- RNase-free Water
RNase Away
RNase-free DNase Set

- RNase-free DNase

- RNase-free Buffer RDD

- RNase-free Water
RNase-freies Wasser
RNeasy® Mini Kit

- RLT Lysis Buffer

- RPE Wash Buffer

- RW1 Wash Buffer

- RNase-free Water

- RNeasy Mini Spin Column

- Collection tubes 1,5 ml und 2 ml
Stickstoff, flissig

Trizol Reagent

Ethanol 70 %

70 ml Ethanol absolute CHROMASOLV® ad

30 ml RNase-freies Wasser
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Sigma, Art.-Nr. M7154-100ML
Sigma, Art.-Nr. 19516-500ML

Sigma, Art.-Nr. C2432-500ML
Sigma, Art.-Nr. 34.852
Invitrogen, Art.-Nr. 11733-046
Qiagen, Art.-Nr. 205313

Thermo Scientific, Art.-Nr. 7003
Qiagen, Art.-Nr. 79254

Merck, Art.-Nr. 1.15333.2500
Qiagen, Art.-Nr. 74106

Zentralapotheke Uniklinik Disseldorf

Invitrogen, Art.-Nr. 15596026



Ethanol 75 %
75 ml Ethanol absolute CHROMASOLV® ad

25 ml RNase-freies Wasser

Humane Primer

Gen Forward Sequence (5°-3’) Reverse Sequence (3’-5’)

18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
HAS1 TACAACCAGAAGTTCCTGGG CTGGAGGTGTACTTGGTAGC
HAS2 | GTGGATTATGTACAGGTTTGTGA | TCCAACCATGGGATCTTCTT
HAS3 | GAGATGTCCAGATCCTCAACAA | CCCACTAATACACTGCACAC
BGN GGACTCTGTCACACCCACCT CTCTTTGGGCACAGACTTCA
DCN TCTTCCCCCTGACACAACTC TGCTCCAGGACTAACTTTGCT
LUM | CTTCAATCAGATAGCCAGACTGC | AGCCAGTTCGTTGTGAGATAAAC
VER AGACTGTCAGATATCCCATCC AATCCATAAGTCCTGACTCCT
ALPL CTACCTGTGTGGGGTGAAGG GGTCACAATGCCCACAGATT
SPP1 TTGCAGTGATTTGCTTTTGC GCCACAGCATCTGGGTATTT

Tabelle 1: Humane Primer. 18S = strukturelle RNA eukaryotischer Ribosomen, HAS1 =
Hyaluronsauresynthase 1, HAS2 = Hyaluronsauresynthase 2, HAS3 = Hyaluronsauresynthase
3, BGN = Biglykan, DCN = Decorin, LUM = Lumican, VER = Versican, ALPL = Gen der
alkalischen Phosphatase, SPP1 = Gen des Osteopontins, Forward Sequence =
Vorwartssequenz, Reverse Sequence = Rickwartssequenz

2.1.4 HA-ELISA

Chemikalien

Aqua dest.

Calciumchlorid dihydrat

Ethanol absolute

HA-Quantitative Test Kit (HA-ELISA)

- 12 Mikrotiterstreifen zu je 8

Vertiefungen (beschichtet mit
stabilisiertem HSBP)
- Reaktionspuffer (57 ml)
- 50 ng/ml Standard (0,5 ml)
- 100 ng/ml Standard (0,5 ml)
- 200 ng/ml Standard (0,5 ml)
- 500 ng/ml Standard (0,5 ml)
- 800 ng/ml Standard (0,5 ml)
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Merck, Art.-Nr. 1.02382.1000
Merck, Art.-Nr. 107017
Corgenix, Art.-Nr. 029-001




- Meerrettich-Peroxidase-(MP-)konjugierte
Hyalurosaure-bindendes Protein (HSBP)-Lésung (13 ml)
- Einkomponenten-Substratldsung (13 ml)
- Stopplésung (15 ml)
- phosphate buffered saline (PBS)-Waschkonzentrat (30 ml)
fir 1 L 0,01 M PBS-L6sung (pH 7,35 £ 0,1)
- HS Hoher Kontrollwert (0,5 ml)
- HS Mittlerer Kontrollwert (0,5 ml)
- HS Niedriger Kontrollwert (0,5 ml)
Pronase Sigma, Art.-Nr. P9611-1G
Tris-HCI VWR, Art.-Nr. 9090.03

Pronase-Puffer

100 mM Tris HCI

1 mM CacCl,

in Aqua dest. auf pH 8 einstellen

mit 6 mg/ml Pronase versetzen

Ethanol 90 %
90 ml Ethanol absolute ad 10 ml Aqua dest.
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2.1.5 Zellkultur oviner VICs

Chemikalien

B-Glycerophosphat Sigma, Art.-Nr. G9422

B-ME, 298 % Sigma, Art.-Nr. M7154-100ML

Amphotericin B AmBisone Zentralapotheke Uniklinik Dusseldorf

Aqua dest./bidest.

Bicinchoninic Acid Solution Sigma, Art.-Nr. B9643-1L

Bio-Rad Dye Reagent Concentrate Bio-Rad, Art.-Nr. 500-0006

Bovines Serum Albumin (BSA)-Standard Invitrogen, Art.-Nr. 55213

Calciumchlorid Carl Roth, Art.-Nr. CN93.1

Deoxycholic Acid Sodium Salt Amresco, Art.-Nr. 0613-100G

Dimethyl Sulfoxid (DMSO) Sigma, Art.-Nr. D-5879

Ethanol absolute CHROMASOLV® Sigma, Art.-Nr. 34.852

FCS Sigma, Art.-Nr. F7524

Gelatine Sigma, Art.-Nr. G9391-100G

Glutamin 200 mM gibco by LifeTechnologies, Art.-Nr.
25030-024

HA-ELISA Kit Corgenix, Art.-Nr. 029-001

- 12 Mikrotiterstreifen zu je 8
Vertiefungen (beschichtet mit
stabilisiertem HSBP)

- Reaktionspuffer (57 ml)

- 50 ng/ml Standard (0,5 ml)

- 100 ng/ml Standard (0,5 ml)

- 200 ng/ml Standard (0,5 ml)

- 500 ng/ml Standard (0,5 ml)

- 800 ng/ml Standard (0,5 ml)

- MP-konjugierte HSBP-L6sung
(13 ml)

- Einkomponenten-Substratlésung
(13 ml)

- Stopplésung (15 ml)

- PBS-Waschkonzentrat (30 ml) far
1L 0,01 M PBS-Lésung
(pH 7,35 +£0,1)

- HS Hoher Kontrollwert (0,5 ml)
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- HS Mittlerer Kontrollwert (0,5 ml)
- HS Niedriger Kontrollwert (0,5 ml)

Igepal C630
Incidur® Spray
Kalziumassay-Kit
- Tris HCI Buffer (5 ml, auf 45 ml
RNase-freies Wasser)
- Calcium Standard (2 ml)
- Calcium Detector R1 (15 ml)
- Calcium Detector R2 (15 ml)
Kontrollpeptid
Kupfersulfatldsung
Medium low glucose (1g Glukose /1)
DMEM (1x) GlutaMAX™.-|

Medium high glucose (4,5 g Glukose / |)

Dulbecco’s modified eagle medium
Natriumchlorid

nicht-essentielle Aminosauren
PBS

Penicillin / Streptomycin

Pep 1
Platinum®SYBR®Green
QuantiTect® Reverse Transcription Kit
- gDNA Wipeout Buffer, 7Tx
- OmniScript™ RT (4 units/ul)
- Primer Mix
- Quantiscript® RT Buffer, 5x
- RNase-free Water
RNase-freies Wasser
RNeasy® Mini Kit
- RLT Lysis Buffer
- RPE Wash Buffer
- RW1 Wash Buffer
- RNase-free Water

- RNeasy Mini Spin Column

- Collection tubes 1,5 mlund 2 ml/
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Sigma, Art.-Nr. 17771-25ML
Ecolab, Art.-Nr. 3186407
Cayman, Art.-Nr. CAY700550-192

GeneCust, 12-mer SATPASAPYPLA
Sigma, Art.-Nr. C2284-25ML

gibco by LifeTechnologies, Art.-Nr.
21885-025

Sigma, Art.-Nr. D6546

Merck, Art.-Nr. 1.06404.1000

Sigma, Art.-Nr. M7145

gibco by LifeTechnologies, Art.-Nr.
14190-94

gibco by LifeTechnologies, Art.-Nr.
15140-122

GeneCust, 12-mer GAHWQFNALTVR
Invitrogen, Art.-Nr. 11733-046
Qiagen, Art.-Nr. 205313

Merck, Art.-Nr. 1.15333.2500
Qiagen, Art.-Nr. 74106



Sodium dodecyl sulfate (SDS) Pellets Carl Roth, Art.-Nr. CN30.4

TGF-B R&D Systems, Art.-Nr. 240-B-002/CF

Trizma base Sigma, Art.-Nr. T1503-1KG

Trypsin-EDTA 0,25 % gibco by LifeTechnologies, Art.-Nr.
25200-056

1 % Gelatinelésung
5 g Gelatine ad 500 ml PBS, anschlie3end autoklaviert

B-Glycerophosphat-(3-GP-)Medium
- Grundmedium
- B-GP (10 mM)

Einfriermedium
bestehend aus 20 % DMSO in FCS

Grundmedium
- Dulbecco’s modified eagle medium von Sigma (bestehend aus 4,5 g Glukosell,
110 mg Natriumpyruvat / |, Pyridoxin-HCI, NaHCOs3)
- 1%FCS
- 1 % Glutamin
- 1 % Penicillin/Streptomycin
- 1 % Amphotericin B
- 1 % nicht-essentielle Aminosauren

anschlieRend mit Stericup® & Steritop™ —System filtriert, Lagerung bei 4 °C

Hyperglykdamisches Medium

siehe Zusammensetzung des Grundmediums

Normoglykamisches Medium

-  DMEM (1x) + GlutaMAX™-| Medium von gibco (bestehend aus 1g Glukose / |,
Pyruvat)

- 1%FCS

- 1 % Glutamin

- 1 % Penicillin/Streptomycin

- 1 % Amphotericin B

- 1 % nicht-essentielle Aminosauren

anschlieRend mit Stericup® & Steritop ™-System filtriert, Lagerung bei 4 °C
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Ovine Primer

Gen Forward Sequence (5’-3’) Reverse Sequence (3’-5’)
18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
HAS1 GTCATGTACACGGCCTTCAA GGTCCAGCCTCGTATCTGAGT
HAS2 TCACCCAGTTGGTCTTGTCC GGTCAAGCATGGTGTCTGAA
HAS3 TGGAGGAGGACCCTCAAGTA CCAAAGTAGGACTGGCAAGC
BGN TCTGCTCCGCTACTCCAAGT TTGTTGTCCAAGTGCAGCTC
DCN ATGCAGCTAGCCTGAAAGGA GAGGAGTGTTGGCCAAAGAG
LUM TGTTGGAGCTGGATCTCTCC TAGGATAGGGGTCCCAGGAT
VER CTTGGGGTGAGAACCCTGTA TCGATGGTTGTAGCCTCTGA
ALPL GACATCGCCTACCAGCTCAT CACATCGGTTCTGTTCTTGG
SPP1 | AATACCCAGATGCTGTAGCCA | TAGATCGTCTGTTTGCTCAGG

Tabelle 2: Ovine Primer. 18S = strukturelle RNA eukaryotischer Ribosomen, HAS1 =
Hyaluronsauresynthase 1, HAS2 = Hyaluronsauresynthase 2, HAS3 = Hyaluronsauresynthase
3, BGN = Biglykan, DCN = Decorin, LUM = Lumican, VER = Versican, ALPL = Gen der
alkalischen Phosphatase, SPP1 = Gen des Osteopontins, Forward Sequence =
Vorwartssequenz, Reverse Sequence = Rlckwartssequenz

RIPA-Puffer

10 x TBS (5 ml), bestehend aus
o Trizma® base (12,11 g)
o Natriumchlorid (87,66 g)
ad 1000 ml Aqua bidestillata (Aqua bidest.), pH auf 7,6 einstellen
Igepal (0,5 g)
Deoxycholic Acid Sodium Salt (0,25 g)
10 % SDS-Ldsung (0,5 g), bestehend aus
o SDS-Pellets (10 g)
ad 100 ml Aqua bidest.

alle Chemikalien ad 50 ml Aqua bidest.

TGF-B-Medium

Grundmedium

TGF-B (5 ng/ml Grundmedium)
Calciumchlorid (1,5 mM)

B-GP (10 mM)
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2.1.6 Herstellerverzeichnis

Hersteller

Amresco Inc.

Andreas Hettich GmbH & Co.KG
Applied Biosystems

Art Prozess- und Labortechnik
Bio-Rad Laboratories

Biozym Scientific GmbH

B. Braun

Canon

Carl Roth GmbH

Cayman Chemical

Corgenix Medical Corporation
Corning Inc.

Ecolab

Eppendorf

GeneCust

GFL Ges. f. Labortechnik
GraphPad Software

Greiner bio-one

Heidolph Instruments
Heraeus

Invitrogen

Kisker Biotech GmbH & Co.KG
Leica Camera
LifeTechnologies

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
Merck KGaA

Microsoft

Millipore

Peqlab

Qiagen

R&D Systems Inc.

Sarstedt AG & Co.

Sartorius

Scientific Industries Inc.
Sigma-Aldrich

Starlab

Hauptsitz

Solon, Ohio, USA

Tuttlingen, Deutschland
Foster City, Kalifornien, USA
Mdallheim, Deutschland
Hercules, Kalifornien, USA
Hessisch Oldendorf, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Tokio, Japan

Karlsruhe, Deutschland

Ann Arbor, Michigan, USA
Broomfield, Colorado, USA
Corning, New York, USA
Saint Paul, Minnesota, USA
Hamburg, Deutschland
Ellange, Luxemburg
Burgwedel, Deutschland

La Jolla, Kalifornien, USA
Kremsmunster, Osterreich
Schwabach, Deutschland
Hanau, Deutschland
Carlsbad, Kalifornien, USA
Steinfurt, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Carlsbad, Kalifornien, USA
Osterode am Harz, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Redmond, Washington, USA
Billerica, Massachusetts, USA
Erlangen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Minneapolis, Minnesota, USA
Numbrecht, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Bohemia, New York, USA

St. Louis, Missouri, USA

Hamburg, Deutschland
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Systec Linden, Deutschland

Tapira Friedewald, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA
Vacuubrand GmbH & Co.KG Wertheim, Deutschland

VWR International Radnor, Pennsylvania, USA
WTW Weilheim, Deutschland

2.2 Methodik

Die verwendeten Materialien mitsamt ihren Artikelbezeichnungen und Herstellerfirmen

sind in Kapitel 2.1 zu finden, ebenso technische Gerate sowie Verbrauchsmaterialien.

2.2.1 Ethikvotum

Fur die vorliegende Arbeit an humanen Aortenklappen liegt ein Ethikvotum der
Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat Ddusseldorf mit der
Studiennummer 3428 vom 24.08.2010 sowie ein Ethikvotum mit der Studiennummer
4412R vom 12.12.2013 vor.

2.2.2 Patientenklientel und Ausschlusskriterien
Alle Spender einer humanen Aortenklappe erhielten in der Klinik flr Herzchirurgie der
Universitat Dusseldorf, Direktor Univ.-Prof. Dr. med. Artur Lichtenberg, einen
Aortenklappenersatz bzw. eine Herztransplantation.
Die Auswahl der Patienten erfolgte unabhangig des Alters und des Geschlechts. Nur
Patienten mit trikuspiden Aortenklappen wurden eingeschlossen.
Als Ausschlusskriterien wurde das Vorliegen folgender Komorbiditaten definiert:

- T1DM

- erworbene humane Immundefizienz (HIV)

- virale und Autoimmun-Hepatitiden

- Endokarditiden

- chronische Niereninsuffizienz, definiert Gber einen Kreatiniwert > 1,2 mg/d| bei

Mannern und > 0,9 mg/dl bei Frauen
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2.2.3 Einwilligung, praoperative Blutenthahme, Anamnese und
Aortenklappengewinnung

Die an der Studie teilnehmenden Patienten wurden rechtzeitig und schriftlich und
mandlich Gber das geplante Vorhaben aufgeklart. Darlber hinaus gaben sie die

schriftliche Zustimmung zu einer praoperativen Blutentnahme.

Préaoperative Blutentnahme

Sofern die Zustimmung vorlag, wurden die Patienten einer praoperativen Blutentnahme
unterzogen. Diese erfolgte nichtern unmittelbar vor dem Eingriff in der Anasthesie-
Einleitung. Ermittelt worden sind Werte das Gesamtcholesterin, high densitiy

lipoprotein (HDL), LDL, die Triglyzeride sowie das Kreatinin.

Anamnese
Zu jedem Patienten entnahmen wir aus der digitalen Patientenakte Informationen zu
Medikamenten und Vorerkrankungen. Besonders Arzneistoffe mit Auswirkungen auf
die Hamostase wurden erfasst. Insbesondere wurde die Anwendung von
Thrombozytenaggregationshemmern (Acetylsalicylsaure (ASS), Clopidogrel, Prasugrel,
Ticagrelor etc.) sowie Hemmstoffe der plasmatischen Gerinnung (Phenprocoumon,
direkte Faktor Xa-Inhibitoren wie Rivaroxaban, Apixaban etc.) dokumentiert. Auch die
Einnahme von Statinen wurde nachgehalten.
Von besonderem Interesse flr die statistische Auswertung war, bezogen auf
Vorerkrankungen und Risikofaktoren, die Auspragung

- eines T2DM sowie einer eventuellen Insulinpflichtigkeit,

- einer Dyslipoproteinamie,

- einer arteriellen Hypertonie,

- einer KHK,

- extrakardialen Gefalerkrankungen (pAVK und cAVK) und

- einer positiven Nikotinanamnese.
Aufderdem wurden zu jedem Patienten allgemeine Daten wie Alter zum Zeitpunkt der
OP, die Grole, das Korpergewicht, der BMI, die Koérperoberflache (KOF) und das
Geschlecht erhoben.
Ebenso wurden, sofern vorliegend, Daten aus praoperativen
Echokardiographiebefunden zusammengetragen. Zu den fir die Arbeit relevanten
Daten gehérten die KOF der Aortenklappe (cm?), die Ejektionsfraktion (EF) (%) sowie
der dpmax (MmHg).
Festgehalten wurde auch die primare OP-Indikation, bei der nach
Aortenklappenstenose, Aortenklappeninsuffizienz und terminaler Herzinsuffizienz mit

Herztransplantation differenziert wurde.
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Aortenklappengewinnung und -konservierung

Die Gewinnung der Aortenklappen fand in der kardiochirurgischen Abteilung der
Uniklinik DuUsseldorf statt. Hierzu wurde ein geschulter Mitarbeiter des
Forschungslabors zum entsprechenden intraoperativen Zeitpunkt durch das OP-
Personal informiert.

Die wahrend der OP angefallenen Proben wurden umgehend in flliissigem Stickstoff
(N2) konserviert, um der Degeneration des Gewebes vorzubeugen.

Vor der Kryokonservierung erfolgte die fotografische Dokumentation und
makroskopische Beurteilung des Fibrosierungs- bzw. Kalzifizierungsgrades. Jeder
Tasche einer Klappe wurde entsprechend der Auspragung von Fibrose/Kalzifikation
eine Rangzahl zugeteilt. Die Zahl ,1“ wurde fir die am geringsten, die Zahl ,3“ fir die
am starksten degenerativ veranderte Tasche einer jeweiligen Aortenklappe vergeben
(s. Abb. 1). SchlieRlich erfolgte das Einfrieren der Klappentaschen in je einem

Kryoréhrchen in flissigem N2 bei - 196°C.

A B

Abb. 1: Humane Aortenklappen. A = drei fibrotische Aortenklappentaschen, B = drei
kalzifizierte Aortenklappentaschen in aufsteigender Reihenfolge nummeriert

2.2.4 Datenbank

Die Datenbankverwaltung erfolgte mit dem Programm Excel, Version 2003, Microsoft.
Die Patienten wurden durch die Zuordnung zu einer Zahl pseudonymisiert. Daten wie
Alter, Gewicht, Echokardiographiewerte etc. wurden in Form von absoluten Werten
vermerkt.

Bei den Vorerkrankungen wurde unterschieden zwischen Vorhandensein und Nicht-
Vorhandensein, ebenso bezuglich der Raucheranamnese und der Einnahme der in
Kapitel 2.2.3 genannten Medikamente.

Bei Diabetikern wurde zwischen einem nicht-insulinpflichtigem und insulinpflichtigen
T2DM unterschieden.
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Fur die Einteilung des Schweregrads der Aortenklappenstenose wurden die Kriterien
der europaischen Gesellschaft fur Kardiologie leicht modifiziert [145]. Diese sind

Tabelle 3 zu enthnehmen:

Grad KOF (cm?) Vimax (M/s) dpmax(mmHg)
| (gering) >1 <3 <30
[l (maRig) 0,8-1 3-4 30-50
Il (schwer) <0,8 >4 > 50

Tabelle 3: Einteilung der Schweregrade der Aortenklappenstenose. KOF =
Klappendéffnungsflache, Vmax = maximale Geschwindigkeit Uber der Aortenklappe in Metern pro
Sekunde, dpmax = maximaler Druckgradient Uber der Aortenklappe in Millimetern
Quecksilbersaule

In einem zweiten Schritt erfolgte die Indizierung der Werte, das bedeutet flr Vmaxi) =
Vmax/EF und fiir die KOF; = KOF/KOF. Fiir die KOF wurde der Mittelwert aller in der
Datenbank ermittelten KOF verwendet, der bei 1,9 m? lag.

Aus der Berechnung dieser Werte ergab sich ein neuer Score, der Tabelle 4 zu
entnehmen ist und die Grundlage der Zuordnung der Patienten zu einem der drei
Schweregrade der Aortenklappenstenose darstellte. Der am starksten pathologisch

veranderte Wert legte den Grad der Stenose fest.

Grady; KOF) (cm?) Vimax(i) (M/s) dpmax(mmHg)
| (gering) > 0,53 <46 <30
[l (maRig) 0,42 -0,53 4,6 -6,2 30-50
Il (schwer) <0,42 > 6,2 > 50

Tabelle 4: Einteilung der indizierten Schweregrade der Aortenklappenstenose. KOF() =
indizierte Klappenoffnungsflache, Vmax(i = indizierte maximale Geschwindigkeit Gber der
Aortenklappe in Metern pro Sekunde, dpmax = maximaler Druckgradient tber der Aortenklappe in
Millimetern Quecksilbersaule

Die Graduierung der linksventrikularen Pumpfunktionseinschrankung wurde anhand
der echokardiographisch ermittelten linksventrikularen EF (LVEF) vorgenommen. Eine
LVEF von 30-50 % wurde als leicht- bis mittelgradig, eine LVEF < 30 % als
schwergradig eingestuft, angelehnt an die Recommondations for Cardiac Chamber

Quantification der American Society of Echocardiography (ASE) [146].

Die Referenzbereiche der Blutwerte sind in Tabelle 5 einzusehen und wurden durch

das Zentrallabor der Uniklinik Dusseldorf vorgegeben.
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Laborwert Einheit Referenzbereich & Referenzbereich ¢
Kreatinin mg/dI <1,2 <09
Gesamtcholesterin mg/dl <200
HDL mg/dl > 35
LDL mg/dl <160
Triglyzeride mg/dl <150

Tabelle 5: Referenzbereiche von Laborwerten des Zentrallabors des Uniklinikums
Dusseldorf. mg = Milligramm, dl = Deziliter, HDL = high density lipoprotein, LDL = low density
lipoprotein

2.2.5 Einteilung der Gruppen

Anhand der Klappentaschenmorphologie (s. Kapiel 2.2.3) wurde zwischen Patienten
mit fibrotischen Veranderungen (n=65) und Kalzifikationen (n=72) unterschieden.
Innerhalb dieser beiden Gruppen wurde das Patientenklientel auf das Vorliegen der
Diagnose T2DM Uberprift und so je nach Vorhandensein weiter unterteilt. Es
resultierten vier Gruppen (s. Tabelle 6), die mittels Genexpressionsanalyse und
quantitativer =~ HA-Analyse  weiter untersucht wurden. Die bei beiden
Untersuchungsverfahren variierenden Gruppengréf3en sind der Tatsache geschuldet,
dass nicht von jedem Patienten eine jeweils geeignete Tasche fur beide Verfahren zur

Verfligung stand.

Gruppe PCR HA-ELISA
fibrotisch ohne T2DM n=38 n=26
fibrotisch mit T2DM n=27 n=15
kalzifiziert ohne T2DM n=39 n=30
kalzifiziert mit T2DM n=33 n=23

Tabelle 6: Anzahl der jeweils untersuchten Patiententaschen in der PCR und dem HA-
ELISA. T2DM = Typ 2-Diabetes, n = Anzahl

2.2.6 RNA-Isolation aus humanen Aortenklappen

Zur Quantifizierung der Genexpression von BGN, DCN, LUM, VER, SPP1, ALPL und
der HAS1-3 in den vorangehend benannten Gruppen musste zunachst die RNA aus

den Aortenklappentaschen isoliert werden.
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Vorbereitung

In einem ersten Schritt wurden die gefrorenen Aortenklappentaschen gewogen und
anschlieRend unverzuglich wieder in flussigen N2 verbracht.

Vor dem Starten des Protokolls wurde das Messer des Homogenisators mit 70 %
EtOH, dann eine Minute (min) mit RNase AWAY und im Anschluss daran zwei Mal (x)
mit RNase-freiem Wasser gewaschen. Der Mdrser, die Pinzette und der Spatel wurden
ebenfalls mit RNase-freiem Wasser gereinigt.

Pro Probe wurde ein 15 ml fassendes Falcon mit jeweils 1 ml TRIzol bereitgestellt.

Homogenisierung der Proben

Um ein Auftauen der Proben zu verhindern, wurde der Morser in flussigem N2 gekuhlt.
Im Anschluss wurde das tiefgefrorene Gewebe vorsichtig mit einer Pinzette in den
Morser Uberfuhrt und mit einem Hammer zerkleinert. Mit einem ebenfalls in flissigem
N2 gekuhlten Spatel wurden die Gewebeteile in die zuvor bereitgestellten TRIzol-
Falcons gegeben.

Das Gemisch wurde mit dem Homogenisator so lange zerkleinert, bis keine
makroskopisch zu erkennenden Gewebestruktur mehr sichtbar war. Danach ruhte der
Ansatz fur 5 min bei Raumtemperatur (RT).

AnschlielRend wurde der Homogenisator mit einem Papiertuch von grofleren Resten

befreit und den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Waschschritten unterzogen.

Phasentrennung

Nach 5 min Einwirkzeit bei RT wurde das Gewebe-TRIzol-Gemisch in ein 1 ml-
Zentrifugationsréhrchen Uberfihrt. Nach der Zugabe von 0,2 ml Chloroform wurde die
Probe so lange kraftig geschittelt, bis keine Phase mehr zu erkennen war. Dieser
Ansatz wurde im Anschluss daran 15 min bei 6°C und 11.000 Umdrehungen pro
Minute (rpm) zentrifugiert.

Durch die Zentrifugation kam es zur Phasenbildung. Die wassrige obere Phase wurde
vorsichtig mit der Pipette entnommen und in ein frisches Réhrchen gegeben. Die das
TRIzol mit den darin befindlichen Proteinen enthaltende untere Phase wurde bei - 80°C

eingefroren.

Prazipitieren der RNA

Die RNA enthaltende wassrige Phase wurde mit 0,5 ml Isopropranol versetzt. Nach
starkem Schiutteln und 10 min Ruhezeit bei RT wurde die Lésung erneut fir 10 min bei
6°C mit 11.000 rpm zentrifugiert. Der durch den Vorgang entstandene Uberstand

wurde verworfen und FlUssigkeitsreste vom Rand mittels Pipette entfernt.
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Das Pellet, das sich am Boden gebildet hatte, wurde mit 1 ml 75 % EtOH gewaschen.
Auf- und Abpipettieren des EtOHs sorgte fir eine ausreichende Umspulung von allen
Seiten.

Im Anschluss daran erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt von 5 min bei 6°C und
8600 rpm. Der Uberstand wurde erneut abgegossen, Flissigkeitsreste vom Rand
entfernt und das Pellet fir ca. 2-3 min an der Luft angetrocknet. Es folgte das Ldsen

des angetrockneten Pellets in 100 ul RNase-freiem Wasser.

RNeasy®Mini-Kit von QIAGEN

Fur die folgenden Schritte wurde das RNeasy® Mini-Kit mit den entsprechenden in ihm
enthaltenen Reagenzien der Firma Qiagen verwendet. Das dazugehdrige Protokoll
»,RNA-Cleanup“ wurde bei RT durchgefuhrt. Zur zusatzlichen Aufreinigung kam das
RNase-free DNase Kit zum Einsatz.

Zunachst wurde vorbereitend je nach Probenmenge 1 ml RLT-Puffer mit 10 pyl B-ME
versetzt.

350 pl dieser Lésung wurden zur RNA-Lésung gegeben und mit einem Vortexmischer
grandlich durchgemischt. Darauffolgend wurden 250 pl 100 % EtOH zugegeben und
die Probe durch Auf- und Abpipettieren erneut gut gemischt.

Diese Losung wurde dann auf die im Kit enthaltene Saule pipettiert und 15 Sekunden
(sec) bei 22°C und 15.000 relativer Zentrifugalkraft (rcf) zentrifugiert. Der entstandene
Durchfluss wurde verworfen.

Im nachsten Arbeitsschritt wurden nach Auftauen des RDD-Puffers pro Probe 70 pl
RDD-Puffer mit 10 yl DNase aus dem RNase-free DNase-Set versetzt. Zum
Vermengen wurde das Rohrchen zum Schutz der Enzyme unter grof3er Vorsicht
invertiert. Dieser Ansatz wurde umgehend auf Eis gelagert.

Auf die Saule wurden als nachstes 350 ul RW1-Puffer pipettiert, es erfolgte eine
erneute Zentrifugation fir 15 sec bei 22°C und 15.000 rcf. Der Durchfluss wurde
verworfen.

Darauffolgend wurde jede Probe mit 80 yl des DNase-RDD-Mixes versehen. Dieser
wurde vorsichtig auf die Membran pipettiert, ohne diese mit der Pipettenspitze zu
berthren. Es schloss sich eine Inkubationszeit von 15 min bei RT an.

Im Anschluss daran wurde der vorletzte Schritt wiederholt: Pipettieren von 350 yl RW1-
Puffer auf die Saule und anschlieliende Zentrifugation flir 15 sec bei 22°C und 15.000
rcf. Der Durchfluss wurde verworfen.

Auf die Saule wurden nun 500 pl RPE-Puffer pipettiert. Dieser musste vor der ersten
Benutzung, wie im Handbuch des Kits beschrieben, mit EtOH versetzt werden. Es
folgte eine Zentrifugation fur 2 min bei RT und 15.000 rcf, der Durchfluss wurde

verworfen.
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Nach einer grindlichen Benetzung der Arbeitshandschuhe mit RNAse-AWAY wurden
die Saulen vorsichtig in frische Auffangrohrchen Uberfuhrt. Diese wurden 1 min bei RT
und 15.000 rcf zentrifugiert, um EtOH-Reste zu entfernen und eine Interferenz wahrend
der PCR zu verhindern.

Nach dem Entfernen des restlichen EtOHs wurden die Saulen in RNase-freie
Roéhrchen gegeben und 50 pl RNase-freies Wasser auf die Membran pipettiert.

Um die gewonnene Ribonukleinsdure (RNA) in das RNase-freie Gefal zu Uberflhren,
folgte ein letzter Zentrifugationsschritt bei RT und 15.000 rcf far 1 min.

Die extrahierte RNA wurde sofort auf Trockeneis gelagert und bei - 80°C eingefroren.

Die benutzte Saule wurde entsorgt.

Messung der RNA-Konzentration

Zur Messung der in den Proben enthaltenen RNA wurde das Gerat NanoDrop mit der
entsprechenden Software ND-1000V3 benutzt.

Die Kalibrierung erfolgte mit 2 pyl Wasser. Unter Auswahlen von ,RNA-40“ innerhalb
des Programms schloss sich die Leerwert-Messung mit ebenfalls 2 ul Wasser an. Der
ermittelte Leerwert wurde von dem Programm automatisch von den Messwerten der
Proben abgezogen.

Die nach Entnahme aus der Kuhlung auf Trockeneis gelagerten Proben wurden
einzeln bei RT aufgetaut. Nachdem 2 ul der Probe enthommen und auf die Messstelle
pipettiert wurden, kam das Réhrchen unverziglich zuriick auf das Trockeneis, um eine
Degeneration der RNA zu verhindern.

Nach jeder Messung wurde die Messplatte mit einem Papiertuch sorgfaltig gereinigt.
Die weitere Verarbeitung der Rohdaten und die Umrechnung der Messwerte in
Konzentrationen der Einheit ng/ul erfolgte mit dem Programm Excel, Version 2003,

Microsoft.

2.2.7 Herstellung von cDNA

Im Hinblick auf die Durchfiihrung einer real time-(RT)-PCR musste die gewonnene
RNA (s. Kapitel 2.2.6) in cDNA umgeschrieben werden.

Dazu wurde das QuantiTect® Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen verwendet.
Die im Folgenden hier beschriebenen Chemikalien sind Bestandteile des Kits.

Um ein Gesamtvolumen von 12 pl zu erhalten, wurde die in Kapitel 2.2.6 errechnete
Menge Probe mit der entsprechenden Menge RNase-freiem Wasser versetzt. Dazu
wurden die Proben vorsichtig bei RT aufgetaut und nach Abpipettieren der bendtigten

Menge umgehend wieder bei - 80°C eingefroren.
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Es folgte die Herstellung eines ,Mastermixes* aus folgenden Bestandteilen:
- 4 ul QuantiScript® RT-Buffer pro Probe
- 1yl RT Primer Mix pro Probe

- 1yl OmniScript™ Reverse Transcriptase pro Probe

Durch Auf- und Abpipettieren erfolgte die Durchmischung. Bis zur Benutzung wurde
der Mastermix auf Trockeneis gelagert.

Zu jeder der Proben wurde 2 yul gDNA Wipeout Buffer gegeben. Eine erste Inkubation
erfolgte im Thermocycler fur 2 min bei 42°C.

Danach wurden die Proben auf Eis gelagert, wahrend jede Probe 6 ul des Mastermixes
erhielt. Die Proben wurden erneut in den Thermocycler gestellt und das Programm fUr
30 min bei 42°C und 3 min bei 95°C fortgesetzt. Danach erfolgte ein Herunterkiihlen
auf 4°C.

Nach der Transkription wurden zu jeder Probe 100 ul gefiltertes Milli-Q-Wasser

gegeben (Gesamtvolumen von 120 ul) und diese bei - 20°C eingefroren.

2.2.8 Semiquantitative RT-PCR humaner Aortenklappen

Da die Bestimmung eines jeden Gens in Doppelbestimmung stattfand, wurden 10 pl
cDNA bendtigt, d.h. pro Duplikat 5 pl entsprechend einer Menge von 41,67 ng pro
Mikrovertiefung. Zu den jeweils 5 pyl cDNA wurden 10 ul Platinum®SYBR®Green
qPCR SuperMix sowie 5 pl Primenddsung mit einer Endkonzentration von 0,625 pmol
pro Primer bzw. 1,25 pmol pro Primerpaar gegeben. So erhielt man ein Endvolumen
von 20 pl.

Die verwendeten Primer sind Kapitel 2.1.3 zu entnehmen.

Es folgte die PCR mit dem in Tabelle 7 dargestellten Programm:

Zeit Temperatur (°C) Wiederholungen
2 min 50 1x
2 min 95 1Xx
15 sec 95°C / 30 sec 60°C 40 x
15 sec 95 1x
1 min 60 1x
15 sec 95 1Xx
15 sec 60 1x

Tabelle 7: PCR-Programm. min = Minuten, sec = Sekunden, x = Mal
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Die Erfassung der Messungen erfolgte mit den Programmen 7300 System SDS
Software und dem PRISM™ Primer Express. Genaue Angaben finden sich in Kapitel
2.1.1.

Die Daten wurden nach der 2-*2C-Methode weiter ausgewertet [147]. Ausgeschlossen
wurden Ct-Werte > 34. Dieser Tatsache ist geschuldet, dass die Gruppengrdlien in der

Analyse der einzelnen Gene variieren.

2.2.9 Bestimmung des HA-Gehalts humaner Aortenklappen mittels HA-ELISA
HA-Extraktion aus Aortenklappen

Um nicht nur auf mMRNA-Ebene die Expression der HAS zu untersuchen, sondern auch
auf Proteinebene den tatsachlichen HA-Gehalt zu quantifizieren, wurde mit Hilfe eines
ELISA HA aus den Aortenklappentaschen extrahiert.

Dazu wurden die in flussigem N2 gefrorenen Klappentaschen fir ca. 12-16 h in einer
Gefriertrocknungsanlage bei einem Vakuum von 1,03 mbar beim Haupttrocknen und
0,001 mbar beim Nachtrocknen sowie einer Eiskondensatortemperatur von - 85°C
lyophilisiert.

Nach der Gefriertrocknung wurde ein Teil des Gewebes abgenommen und dessen
Trockengewicht bestimmt. Zu jeder dieser Probe wurden 450 ul Pronase-Puffer (s.
Kapitel 2.1.4) hinzugegeben und es folgte eine 24-stlindige enzymatische Zersetzung
bei 60°C auf einem Heizschuttler. Um einen zusatzlichen Kondensationsschutz zu
erhalten, wurden die Rohrchen mit Parafilm verschlossen.

Im Anschluss erfolgte flr 5 min bei 95°C eine Hitzeinaktivierung der Pronase. Um das
Kondenswasser aus dem Deckel zurlick in das Gefaly zu fuhren, wurden die Proben
wenige sec zentrifugiert.

Fir die spatere Proteinbestimmung wurden 20 pl der Lésung in ein frisches Rohrchen
pipettiert und beiseitegestellt.

Der Rest der Probe kam erneut fir 15 min bei RT und 10.000 rpm in die Zentrifuge.
Von dem entstandenen Uberstand wurden 400 pl in ein 15 ml Falcon pipettiert und mit
3,2 ml 90 % EtOH versetzt. Bei - 20°C trat so Uber Nacht eine Fallungsreaktion ein.

Die Probe wurde wie im Protokoll in Tabelle 8 beschrieben weiterverarbeitet:
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Schritt Zeit Vorgang

1 Uberfiihren von 1,2 ml der Probe in ein 1,5 ml Eppi

2 20 min Zentrifugieren bei 4°C und 10.000 rpm

5 Abnehmen des Uberstands und erneut Hinzufiigen von 1,2 ml
der Probe

4 20 min Zentrifugieren bei 4°C und 10.000 rpm

B Abnehmen des Uberstands und Hinzufiigen der restlichen 1,2

ml der Probe

6 20 min Zentrifugieren bei 4°C und 10.000 rpm

. Abnehmen des Uberstands und Hinzufiigen von 1 ml EtOH
absolute

8 20 min Zentrifugieren bei 4°C und 10.000 rpm

9 Uberstand abnehmen und diesen bei -80°C einfrieren

Tabelle 8: Probenvorbereitung der humanen Aortenklappen fiir den HA-ELISA. ml =
Milliliter, rpom = Umdrehungen pro Minute, °C = Grad Celsius

Das nach Schritt 9 in Tabelle 6 entstandene Pellet wurde tber Nacht lyophilisiert und

am nachsten Tag in 1 pl Aqua dest./mg Trockengewicht geldst.

HA-ELISA
Der HA-ELISA wurde mit dem Hyaluronic Acid Quantitative Test Kit der Firma Corgenix
durchgeflhrt.
Vor Beginn wurden alle Reagenzien und Ldésungen auf RT erwarmt und die
lyophilisierten und in Aqua dest. gelésten Proben aufgetaut sowie grindlich
durchmischt. Es folgte eine Verdinnung der Proben mit dem im Kit mitgelieferten
Reaktionspuffer. Die Verdinnung wurde spater aus der HA-Konzentration wieder
entsprechend herausgerechnet.
Die schon fertigen Standards wurden vor ihrer Benutzung noch einmal mit dem
Vortexmischer gemischt.
Alle Proben und Standards wurden in doppelter Ausflhrung bestimmt. Zusatzlich
erfolgte die Messung eines Blindversuchs, der lediglich aus Reaktionspuffer bestand
und den 0 ng/ml Standard darstellte. Dieser wurde im weiteren Verlauf wie die Proben
behandelt. Als Substratleerwert wurde 200 pl Wasser verwendet, das dem mit dem
Spektrometer durchgefuhrten Nullabgleich diente.
Die nachfolgend genannten Schritte erfolgten der Reihe nach:

1. Verdinnen von je 20 ul der Standards, der drei HA-Kontrolltests und den

bereits verdinnten Patientenproben mit 200 pl Reaktionspuffer
2. Auftragen von 100 pl/Mikrovertiefung der Standards, der HA-Kontrolltests und

der Patientenproben in Doppelbestimmung mit einer 8-Kanal-Pipette
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Inkubationszeit von 60 min bei RT
Entfernen der Losung durch Umdrehen der Mikrotiterplatte
5. 4x Waschen mit PBS mit grindlichem Ausschlagen der Flussigkeit auf ein
Papiertuch
Zugabe von 100 pl/Mikrovertiefung MP-konjugiertem HSBP
Inkubation von 30 min bei RT

Entfernen der Losung durch Umdrehen der Mikrotiterplatte

© © N O

4x Waschen mit PBS mit grindlichem Ausschlagen der Flussigkeit auf ein
Papiertuch

10. Zugabe von 100 ul/Mikrovertiefung Einkomponentensubstratldsung

11. Inkubation von 30 min bei RT

12. Beenden der Reaktion durch Zugabe von 100 ul Stopplésung

13. Pipettieren von 200 pl Wasser in eine leere Mikrovertiefung fur den
Substratleerwert, der als Nullpunkt des Spektrometers gesetzt wird

14. Messung der optischen Dichte bei 450 nm im Spektrometer

Datenauswertung

Die Verarbeitung der Daten erfolgte mit dem Programm Excel, Version 2003, Microsoft.
Zunachst wurden aus allen jeweils doppelt bestimmten Proben, Kontrollen und dem
Blindversuch die Mittelwerte gebildet. Anhand der Mittelwerte der optischen Dichten
des Blindversuchs und der Standardreihe wurde ein Graph erstellt, mit dem die HA-

Konzentration der Patientenproben berechnet und in ng/ml angegeben werden konnte.

2.2.10 Zellkulturexperimente

In in vitro-Modellen mit VICs aus Schafsherzklappen sollte der Einfluss einer
Hyperglykdmie auf die Genexpression von BGN und HAS1-3 untersucht werden.
Weitere Untersuchungsziele waren die Bestimmung des quantitativen HA-Gehalts
unter hyperglykamischen Bedingungen sowie die Beleuchtung der HA-Rolle im

Kalzifizierungsprozess.

Die fur die Versuche verwendeten Zellen entstammten Schafsherzklappen, die nach
der Schlachtung der Tiere in einem nahegelegenen Schlachthof umgehend gewonnen
und bei - 196°C kryokonserviert wurden. Es wurde ausschlieBlich mit Zelllinien der

Passage 3 und 4 gearbeitet.
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Herstellung des Kulturmediums

Als Grundmedium diente das Dulbecco’s modified eagle-Medium (Sigma).

Hinzugeflgt wurden FCS, Glutamin, Penicillin/Streptomycin, Amphotericin B und nicht-
essenzielle Aminosauren. Die genaue Zusammensetzung ist Kapitel 2.1.5 zu
entnehmen.

Vor Benutzung des Mediums erfolgte eine Erwarmung im Wasserbad auf 37°C.

Vorbereitung der Zellkulturflaschen
Fir jede Zelllinie erfolgte die Vorbereitung einer Zellkulturflasche T-75. Dazu wurde der
Boden der Flasche mit ca. 5 ml 1 % Gelatine in PBS fur etwa 10 min benetzt. Vor dem

Einbringen der Zellen wurde die Flussigkeit entfernt.

Vorbereitung der Falcons
Pro aufzutauender Zelllinie wurde ein 15 ml fassendes Falcon bereitgestellt und der
Deckel mit Incidur-Spray desinfiziert.

In jedes Falcon wurden 10 ml 37°C warmes Medium pipettiert.

Auftauen und Kultivierung der Zellen

Die bei - 196°C kryokonservierten Zellen wurden in das 37°C warme Wasserbad
getaucht, bis sie gerade angetaut waren. Schrittweise wurde ein Teil des vorgelegten
Mediums in das Kryordéhrchen pipettiert, die Zellen auf diesem Weg langsam aufgetaut
und in das 15 ml Falcon mit dem restlichen Medium Uberfuhrt.

Durch Zentrifugation bei 1,5 x 1000 rpm fir 5 min bildete sich ein Bodensatz mit den
darin enthaltenen Zellen. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Falcon mit
12 ml frischem, 37°C warmen Medium befillt. Nach vorsichtigem Durchmischen
erfolgte der Transfer der Zellsuspension in die zuvor benetzte T-75 Zellkulturflasche.
Die Kultivierung fand im Warmeschrank bei 37°C mit 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
CO, flr 2 d statt. Die Konfluenz der Zellen wurde mikroskopisch Utberprift, sodass bei
gutem Wachstum vor Erreichen einer vollstandigen Bedeckung des Flaschenbodens

mit einem Zellrasen das Passagieren der Zellen begonnen werden konnte.

Passagieren der Zellen

Zum Passagieren der Zellen wurde das sich in der T-75 Zellkulturflasche befindliche
Medium abgesaugt und die Flasche 2 x mit 12 ml PBS gewaschen. Danach wurden
5 ml Trypsin auf die Zellen gegeben und die Flasche vorsichtig geschwenkt. Die
Kontrolle des Ablésungsprozesses der Zellen erfolgte unter dem Mikroskop. Nach
erfolgreicher Losung des Zellrasens erfolgte das Aufteilen der Probe mit

entsprechender Zugabe von vorgewarmtem Medium, um die enzymatische Trypsin-
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Reaktion mit dem im Medium enthaltenen FCS zu stoppen. Das Teilungsverhaltnis war
abhangig von der Konfluenz der Zellen und lag immer zwischen 1:10 bis 1:20. Um
moglichst viele Zellen vom Flaschenboden zu I6sen, erwies sich ein Schaben Uber den
Boden mit der Pipettenspitze als hilfreich.

Je nach Teilungsverhaltnis wurde dann die entsprechende Menge an Zell-Medium-
Gemisch in jeweils ein 15 ml Falcon gegeben und dieses dann fir 5 min bei
1,5 x 1000 rpm zentrifugiert.

Nach dem Entfernen des Uberschissigen Mediums wurde das Zellpellet in frischer
Nahrlésung gelést und auf Zellkulturschalen verteilt. Diese kamen zur Kultivierung

erneut in den Warmeschrank.

2.2.11 In vitro-Kultivierung oviner VICs auf normo- und hyperglykdmischem
Medium

Mit dem in vitro-Modell mit normo- und hyperglykdmischem Medium sollte der Einfluss
einer Hyperglykamie auf die Genexpression von BGN und HAS1-3 sowie auf den HA-
Gehalt auf Proteinebene untersucht werden.

Die Grundlage des in vitro-Modells mit normo- und hyperglykdmischem Medium
stellten zwei verschiedene Zellkulturmedien dar, in denen ovine VICs (n=7) uber 12 d
kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet wurden. Die Erntetage waren
and 3,d6,d9undd12.

Jede Versuchseinheit bestand jeweils aus einem Ansatz Zellen, die auf
normoglykdmischem Medium und welchen, die auf hyperglykdmischem Medium
kultiviert wurden.

Als Nahrlésungen dienten dazu als hyperglykdmisches Medium das in 2.2.10
beschriebene Medium (4,5 g Glukose/l) mit den entsprechenden Zusatzen. Das flir den
normoglykamischen Ansatz verwendete Medium enthielt 1 g Glukose/I.

Nach erfolgreicher Kultivierung wurden die Zellen je nach Konfluenz im Verhaltnis 1:10
oder 1:15 geteilt und in die Zellkulturschalen dberfihrt. Fir den Ansatz der auf
hyperglykdmischem Medium gewachsenen Zellen wurden 4 Zellkulturschalen befullt
(pro Erntetag eine Zellkulturschale). Ebenso wurde mit dem Ansatz der
normoglykdmischen Zellen verfahren. Die 8 Platten pro n kamen Uber Nacht in den
Warmeschrank bei 37°C.

Mediumwechsel
Der erste Mediumwechsel erfolgte nach 24 h. Dazu wurden die in Abb. 2 mit Kontrolle

bezeichneten Kalotten mit 2 ml des jeweiligen Kultivierungsmediums versehen.
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Die auf hyperglykdmischem Medium gewachsenen Zellen erhielten in ihrer
Kontrollgruppe weiterhin hyperglykdmische Nahrlésung, die Kontrollgruppe der auf
normoglykamischem Medium kultivierten Zellen weiterhin normoglykamisches Medium.
Proben, die mit hyperglykdmischem Medium behandelt wurden, wurden auf
normoglykamisches Medium umgestellt (s. Abb. 2A). Umgekehrt wurden Proben, die
mit normoglykamischem Medium behandelt wurden, auf hyperglykamische Nahrlésung
umgestellt (s. Abb. 2B).

Diese Vorgehensweise wurde bei den darauffolgenden Mediumwechseln beibehalten,
die jeden dritten Tag erfolgten.

A hyperglykdmisch - normoglykdmisch

normo-

RNA glykém
) normo-
HA y glykém

normoglykdmisch - hyperglykdmisch

hyper-
RNA glykém ®
hyper-
HA glykém, ®

Abb. 2: Schematischer Versuchsansatz des Modells oviner VICs auf normo- und
hyperglykamischem Nahrboden. A zeigt die Zellen, die von hohem Glukosegehalt
(hyperglykam) auf normalen Glukosegehalt (normoglykdm) umgestellt wurden sowie eine auf
hyperglykédmischem Medium bleibender Kontroligruppe (Kontrolle). In jeweils zwei Vertiefungen
wurden Zellen zur Gewinnung von RNA, weitere zwei zur Extraktion von HA mittels ELISA gesat.
Die mit X markierten Vertiefungen wurden nicht belegt. B zeigt die von normoglykamischem auf
hyperglykdmisches Medium umgestellten VICs sowie die wahrend der Zeit auf
normoglykdmischem Medium kultivierte Kontrollgruppe. Von A und B wurden jeweils 4 Ansatze
pro n fir den jeweiligen Erntetag hergestellt, die Ernte erfolgte an den Tagen (d) 3, 6, 9 und 12.

# x4 pro n fir d3, d6, d9, d12

J

‘ x4 pro n fir d3, d6, d9, d12
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Ernte der Zellen

Die Ernte der Zellen erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Dabei wurde der Ansatz
d 3 an Tag 3, der Ansatz d 6 an Tag 6, der Ansatz d 9 an Tag 9 und der Ansatz d 12
an Tag 12 geerntet.

Aus denen in Abb. 2 mit RNA bezeichneten Mikrovertiefungen wurde an jedem

Erntetag RNA isoliert, aus den mit HA bezeichneten Feldern an d 12 HA extrahiert.

RNA-Isolation aus ovinen Zellen

Die Platten wurden komplett vom Medium befreit und im Anschluss daran 2 x mit PBS
gewaschen. In jede Mikrovertiefung wurden 350 pl 3-ME + RLT-Puffer pipettiert (10 pl
B-ME/1 ml RLT-Puffer) und die Zellmasse mit einem Zellschaber abgetragen.

Die zahe Masse wurde anschlieRend jeweils auf die QIAshredder aufgetragen und 2
min bei RT mit 15.000 rcf zentrifugiert. Der Uberstand im ReaktionsgefaR wurde mit
350 pl EtOH vermischt und auf die Saulen der Firma Qiagen transferiert.

Die verwendeten Chemikalien entstammen dem RNeasy® Mini-Kit der Firma Qiagen
(wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben).

Die nachfolgenden Schritte sind der Tabelle 9 zu entnehmen.

Schritt Vorgang

1 15 sec bei RT mit 15.000 rcf zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

350 yl RW1-Puffer auf Saulen pipettieren

15 sec bei RT mit 15.000 rcf zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

75 yl DNase auf Saulen geben

15 min bei RT inkubieren

350 yl RW1-Puffer hinzufligen

15 sec bei RT mit 15.000 rcf zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

500 ul RPE-Puffer hinzufligen

O 0 N o O Al O DN

15 sec bei RT mit 15.000 rcf zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

10 500 pl RPE-Puffer hinzufugen

11 2 min bei RT mit 15.000 rcf zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
12 Saulen in frische Reaktionsgefalte Uberflihren

13 1 min bei RT mit 15.000 rcf zentrifugieren

14 Saulen in Reaktionsgefalie Uberflihren

15 30 pL RNase freies Wasser hinzufugen

16 1 min bei RT mit 15.000 rcf zentrifugieren, Saulen entsorgen

Tabelle 9: Protokoll zur RNA-Isolation aus ovinen valvuldren Interstitialzellen. sec =
Sekunden, min = Minuten, rcf = relative centrifugal force (relative Zentrifugalkraft), RT =
Raumtemperatur
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Das Umschreiben der RNA in cDNA sowie die Durchfihrung der RT-PCR erfolgten

analog zu den in den Kapiteln 2.2.7 und 2.2.8 beschriebenen Arbeitsschritten.

HA-Extraktion

Zur HA-Extraktion wurde an d 12 je 1 ml des Medium-Uberstandes in ein frisches
Reaktionsgefald uberfihrt und der HA-ELISA, wie in Kapitel 2.2.9 beschrieben,
durchgefiihrt.

Der Rest der Nahrlésung wurde entfernt und jede Mikrovertiefung mit 1 ml PBS
gewaschen. Im Anschluss daran wurden die Zellen nach Zugabe von 100 pl RIPA-
Puffer/Mikrovertiefung mit einem Zellschaber vom Boden geldst und in ein frisches
Reaktionsgefal Uberfluhrt. Diese Losung diente der spateren Proteinquantifizierung,

auf die der HA-Gehalt normiert wurde.

Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung wurde nach Bradford mit dem Bio-Rad-Dye Reagent
Concentrate durchgeflhrt. Dieses wurde dazu in der bendtigten Menge 1:5 mit Aqua
dest. verdunnt. Pro Probe und Standard wurden 200 pl des Reagenzes eingesetzt und
dieses durch leichtes Rutteln der 96-Mikrovertiefungsplatte vermischt. Die Messung
erfolgte bei RT in einem Zeitraum von 5-30 min nach Zugabe des Reagenzes.

Als Standard wurde ein BSA (1 mg/ml) der Firma Invitrogen eingesetzt. Diese Lésung
wurde mit Aqua dest. 1:5 verdunnt. Im Proteinassay wurden Standards mit 0,4; 0,8;
1,2; 1,6; 2,0; 2,4 und 2,8 ug Endkonzentration eingesetzt.

Die Proben wurden, wenn nétig, ebenfalls mit Aqua dest. verdinnt. Die photometrische
Auswertung erfolgte bei einer Wellenlange von 595 nm, die Erstellung der

entsprechenden Eichkurve und weitere Verarbeitung der Rohdaten mit Microsoft Excel.

2.2.12 Inhibition der HA durch das HA-hemmende Peptid Pep1 in einem in vitro-
Modell an ovinen VICs

Um einen moglichen Einfluss der HA-Inhibierung auf die Kalziumanreicherung oviner
VICs zu zeigen, wurde die in Abb. 3 schematisch dargestellte Versuchsreihe Gber 10 d
durchgefiihrt. Der Wechsel des Mediums erfolgte jeden 3. Tag mit je 1 ml Medium.

Fur jeden Versuch n (insgesamt n=6) wurden zwei 6 Mikrovertiefung-Platten angelegt.
In den Zellen der einen Platte wurde die Kalziumkonzentration an d 10 bestimmt, aus
denen der anderen Proteine quantifiziert, die zur Normierung dienten.

Als Basismedium diente das Dulbecco’s modified eagle Medium, im Folgenden als
Kontrolle bezeichnet. Das in Abb. 3 als B-GP bezeichnete Medium enthielt zusatzlich

10 pl B-GP (10 mM) pro ml Medium. Das TGF-B-Medium bestand zusatzlich zum
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Grundmedium aus 5 ng/ml TGF-3, 1 ul/ml CaClz (1,5 mM) und 10 pl/ml B-GP (10 mM).
Pro Mikrovertiefung wurde 1 ml des jeweiligen Mediums verwendet.

Jede dieser Nahrldsungen wurde zusatzlich entweder mit einem sog. Kontrollpeptid
(KP) (12-mer SATPASAPYPLA) oder dem HA-inhibierenden Peptid Pep1 (12-mer
GAHWQFNALTVR) der Firma GeneCust in einer Konzentration von 0,5 mg/ml

versehen.

Kontrolle  B-GP  TGF- Kontrolle B-GP  TGF-B

w=fQ OO0 =fO OO
10 O O, 10 O O,

A Kalziumassay B Proteinquantifizierung

Abb. 3 Schematischer Aufbau des in vitro Pep1-/Kontrollpeptid-Versuchs. A = Ansatz zur
kolorimetrischen Kalziummessung, B = Ansatz zur Proteinquantifizierung, der zur Normierung
der Kalziumkonzentration bendtigt wird. Beide Ansatze bestehen aus jeweils drei verschiedenen
Medien: einer Kontrollgruppe (Kontrolle), die aus Grundmedium besteht, einer 3-GP-Gruppe
und einer TGF-B-Gruppe (Zusammensetzung s. Kapitel 2.1.5). Zu den Medien wurde in einem
Ansatz ein KP bzw. Pep1 in einer Konzentration von 0,5 mg/ml hinzugefiigt. Die Kultivierung
fand Uber 10 Tage statt.

Kolorimetrische Kalziumbestimmung

Nach 10 d wurde jede Mikrovertiefung der Platten nach Entfernen des Mediums 2 x mit
PBS gewaschen. Es folgte das Hinzufigen von 200 pl Tris-Puffer. Zur
Zellfragmentierung wurden die Zellen mit einem Zellschaber von ihrem Untergrund
geldst und in ein Réhrchen Uberfuhrt, auf- und abpippetiert sowie zusatzlich mit einer
Ultraschallsonde bearbeitet.

Nach 15-minitiger Zentrifugation bei 4°C und 10.000 rcf konnte der Uberstand
abgenommen und zur kolorimetrischen Kalziumbestimmung basierend auf der
Kresolphtalein-Komplex-Methode genutzt werden.

Diese wurde mit dem Calcium Assay Kit der Firma Cayman Chemicals durchgefihrt.
Zur exakten Berechnung der Kalziumkonzentration wurde das im Kit enthaltene

Protokoll, wie in Tabelle 10 dargestellt, modifiziert.
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Kalziumstandard finale Kalzium-
(ml) Konzentration
Lfd. Bezeichnung 20 mg/dl Tris-Puffer (ul) (mg/dl)
A 0 100 0
B 2,5 97,5 0,5
C 5 95 1
D 10 90 2
E 20 80 4
F 25 75 5
G 40 60 8
H 50 50 10
I 75 25 15
J 100 0 20

Tabelle 10: Protokoll zur Herstellung des Kalziumstandards. Lfd = laufende, pl = Mikroliter,
mg = Milligramm, dI = Deziliter. Die Messung der Exstinktion erfolgt bei einer Wellenlange von
575 Nanometern.

Pro Standard und pro Probe wurden 10 pl in die Mikrovertiefungen der im Kit
enthaltenen Platte pipettiert. Jeder Standard und jede Probe wurden einer 2-fachen
Messung unterzogen. Zu jeder beflllten Mikrovertiefung wurden 100 ul Working
Detector Reagent, bestehend aus Calcium Detector R1 und R2 im Verhaltnis 1:1,
hinzugefigt.

Die Platte wurde ca. 30 sec leicht manuell geschittelt und anschlieend fir 5 min bei
RT inkubiert.

Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer Wellenldange von 575 nm am
Spektrometer.

Die Auswertung der Rohdaten wurde mit Microsoft Excel durchgefihrt.

Dazu wurde zunachst der Mittelwert der Absorption der jeweils doppelt gemessenen
Proben und Standards gebildet. Der errechnete Mittelwert des Standards A wurde von
sich selbst und den anderen Standards und Proben subtrahiert, sodass man
schliellich die jeweils korrigierten Absorptionen erhielt. Darauf folgte die Erstellung
einer Standardkurve (s. Abb. 4), indem die korrigierten Absorptionen der Standards als
Funktion der finalen Kalziumkonzentrationen aufgetragen wurden und so ein nahezu

linearer Graph entstand.
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Abb. 4: Linearer Graph aus den korrigierten Absorptionen der Kalzium-Standards. Auf der
x-Achse ist die Kalziumkonzentration in mg/dl angegeben, auf der y-Achse der korrigierte
Mittelwert der Absorptionen bei 575 nm Wellenldnge, nm = Nanometer, y = Steigung der
Gerade

Aus diesem Graphen wurde die Steigung abgelesen und die Kalziumkonzentration

nach folgender, dem Handbuch des Kits entnommener Gleichung, berechnet:

korrigierter Wert der Probenabsorption—Schnittpunkt mit der y—Achse ]

Kalzium (mg/dl) =

Steigung der Gerade

Verdinnung der Proben

Proteinquantifizierung

Zur Proteinbestimmung wurden die Proben bei RT fur 5§ min und mit 12000 rcf
zentrifugiert und der Uberstand zur Analyse verwendet.

Als Standard diente eine Stocklésung aus BSA in RIPA-Puffer mit einer
Ausgangskonzentration von 2 mg BSA/ml Puffer. Diese wurde entsprechend weiter
verdinnt, sodass mit Endkonzentrationen von 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1 und 2 mg/ml BSA
gearbeitet wurde.

Als Arbeitslosung wurden in benétigter Menge Kupfersulfat-Losung mit Bicinchoninic
Acid Solution gemischt (20 ul Kupfersulfat-Lésung pro ml) und je 800 ul dieses
Gemisches zu 10 ul der Proben gegeben. Als Leerwert dienten analog 10 pl RIPA-

Puffer, die ebenfalls mit 800 ul der Arbeitslésung versehen wurden.

43



Die Proben sowie der Leerwert wurden dann bei 65°C auf einem beweglichen
Heizschuttler durchgemischt und anschlie3end bei einer Wellenlange von 550 nm in
einem Spektrometer gemessen.

Die weitere Datenauswertung sowie die Erstellung einer Eichkurve erfolgten mit

Microsoft Excel.

2.2.13 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm GraphPad Prism 6.0.
Angegeben sind die Daten als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.

Zur grundlegenden Festlegung, ob die zu analysierenden Daten normalverteilt sind,
wurde ein D’agostino-Test durchgefuhrt. Nicht normalverteilte Daten zweier
unabhangiger Stichproben wurden mit einem Mann-Whitney U-Test untersucht. Zum
Vergleich mehrerer Gruppen diente ein Kruskal-Wallis-Test mit einem Dunn’s multiple
comparisons-Test.

Fur die statistische Auswertung von Patientendaten wurde flir den Vergleich zweier
Gruppen ein Fisher's exact test bei kategorischen Variablen und ein Dunn’s post hoc
test fur kontinuierliche Variablen verwendet. Bei mehr als zwei Gruppen kam der Chi-
Quadrat-Test fur kategorische und der Kruskal-Wallis-Test fur kontinuierliche Variablen
zum Einsatz. Fir alle statistischen Analysen wurde ein p-Wert < 0.05 als signifikant

angenommen.

44



3 Ergebnisse

3.1 Die Genexpression in der ECM degenerierter humaner
Aortenklappentaschen

Aus den humanen Aortenklappentaschen wurde die Genexpression unterschiedlicher

Gene der ECM bestimmt.

Untersucht wurden die Genexpressionen der SLRPs BGN, DCN, LUM, des PGs VER,

der HAS1-3, des Knochenmarkers OPN, codiert durch das Gen SPP1 und der ALPL

als Gen der AP.

Verglichen wurde die Hohe der Genexpression zwischen den in Kapitel 2.2.5

beschriebenen Gruppen:

1. fibrotisch ohne T2DM (n=38)
2. fibrotisch mit T2DM (n=27)
3. kalzifiziert ohne T2DM (n=39)
4. kalzifiziert mit T2DM (n=33)

Ct-Werte > 34 wurden, wie vorbeschrieben, aus der Auswertung ausgeschlossen.
Aufgrund dessen variieren die GruppengrofRen in Abhangigkeit des untersuchten Gens.
Die statistisch ausgewerteten GruppengréfRen sind im Folgenden fur jedes Gen
separat angegeben.

Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert von < 0.05 angenommen. Zur besseren
Veranschaulichung in den folgenden Abbildungen wurden die Signifikanzen mit *, **
und *** gekennzeichnet. * steht flr p < 0.05, ** flir p < 0.01 und *** fUr p < 0.0001.
Neben dem p-Wert wird nachfolgend auch der Mittelwert + Standardfehler des

Mittelwerts genannt.

3.1.1 Die Genexpression von SLRPs

Die in dieser Studie untersuchten SLRPs sind BGN, DCN und LUM.

BGN

In die Analyse von BGN gingen die in Kapitel 3.2 genannten GruppengréfRen ein. Es
fand sich eine statistisch signifikant hohere Expression (p = 0.0003) in fibrotischen
Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten (1£0.06) im Vergleich zu
kalzifizierten Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten (0.66+0.06) (s. Abb. 5)
[148]. Keine signifikanten Unterschiede zeigten sich im Vergleich von fibrotischen und
kalzifizierten Klappentaschen von T2DM-Patienten (fibrotisch m. T2DM: 0,89+0,07,

45



kalzifiziert m. T2DM: 0,82+0,05, p > 0.9999). Ebenso zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Nicht-T2DM- und T2DM-Patienten mit fibrotischen
Aortenklappentaschen (fibrotisch o. T2DM: 1£0,06, fibrotisch m. T2DM: 0,89+0,07, p >
0.9999) sowie zwischen Nicht-T2DM- und T2DM-Patienten mit Kkalzifizierten
Aortenklappentaschen (kalzifiziert o. T2DM: 0,66+0,06, kalzifiziert m. T2DM:
0,82+0,05, p = 0.1836).
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Abb. 5: Die Genexpression von Biglykan in humanen Aortenklappentaschen. T2DM =
Diabetes mellitus Typ 2, o. = ohne, m. = mit, fibrotisch 0. T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM
(n=27), kalzifiziert o. T2DM (n=39), kalzifiziert m. T2DM (n=33), ** = p < 0.01. Fibrotische
Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten wiesen eine signifikant hohere BGN-
Expression auf als kalzifizierte Klappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten (p = 0.0003).

DCN

Auch DCN fand sich in fibrotischen Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten
statistisch signifikant héher exprimiert als in kalzifizierten Aortenklappentaschen von
Nicht-T2DM-Patienten (fibrotisch ohne T2DM: 1+0.06, kalzifiziert ohne T2DM:
0.6810.05, p < 0.0001) (s. Abb. 6) [148]. Nicht signifikant unterschiedlich war die DCN-
Expression in fibrotischen und Kkalzifizierten Aortenklappentaschen von T2DM-
Patienten (fibrotisch m. T2DM: 0,84+0,04, kalzifiziert m. T2DM: 0,74+0,44, p = 0.7401).
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Keine statistisch signifikanten Unterschiede wiesen auch der Vergleich von T2DM- und
Nicht-T2DM-Patienten mit fibrotischen und kalzifizierten Klappentaschen auf (fibrotisch
0. T2DM: 1£0.06, fibrotisch m. T2DM: 0,84+0,04, p = 0.7886 und kalzifiziert o. T2DM:
0,68+0,05, kalzifiziert m. T2DM: 0,74+0,44, p > 0.9999).
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Abb. 6: Die Genexpression von Decorin in humanen Aortenklappentaschen.
T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, o. = ohne, m. = mit, *** = p < 0.0001,
fibrotisch 0. T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM (n=27), kalzifiziert o. T2DM
(n=38), kalzifiziert m. T2DM (n=33), Fibrotische Aortenklappentaschen von
Nicht-T2DM-Patienten wiesen eine signifikant héhere DCN-Expression auf
als kalzifizierte Klappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten (p < 0.0001).

LUM

In der LUM-Expression (s. Abb. 7) zeigten sich weder Signifikanzen im Vergleich
fibrotischer und Kkalzifizierter Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten
(fibrotisch 0. T2DM: 1+0,04, kalzifiziert o. T2DM: 0,91+0,03, p = 0.1169) noch von
T2DM-Patienten (fibrotisch m. T2DM: 0,89+0,03, kalzifiziert m. T2DM: 0,92+0,04, p >
0.9999) [148]. Auch der Vergleich von fibrotischen Aortenklappentaschen bei T2DM-
und Nicht-T2DM-Patienten als auch von kalzifizierten Aortenklappentaschen von

T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten ergab jeweils keinen statistisch signifikanten
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Unterschied (fibrotisch o. T2DM: 110,04, fibrotisch m. T2DM: 0,8910,03, p = 0.2333
und kalzifiziert 0. T2DM: 0,91+0,03, kalzifiziert m. T2DM: 0,9210,04, p > 0.9999).
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Abb. 7: Die Genexpression von Lumican in humanen Aortenklappentaschen. T2DM =
Diabetes mellitus Typ 2, o. = ohne, m. = mit, fibrotisch 0. T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM
(n=26), kalzifiziert 0. (n=39), kalzifiziert m. T2DM (n=33). Die LUM-Expression zeigte in allen
Gruppen eine ahnliche Auspragung ohne signifikante Unterschiede.

3.1.2 Die Genexpression des Proteoglykans VER
VER

Die Expressionslevel des in der ECM von humanen Aortenklappentaschen

vorkommenden VER ist fur die vordefinierten Gruppen in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Die Genexpression von Versican in humanen Aortenklappentaschen. T2DM =
Diabetes mellitus Typ 2, 0. = ohne, m. = mit, ** = p < 0.01, fibrotisch 0. T2DM (n=38), fibrotisch
m. T2DM (n=26), kalzifiziert o. T2DM (n=39), kalzifiziert m. T2DM (n=33). Fibrotische
Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten wiesen eine signifikant hoéhere VER-
Expression auf als kalzifizierte Klappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten (p = 0.0023).

Wie bei den SLRPs BGN und DCN fand sich auch fir VER bei Nicht-T2DM-Patienten
eine signifikant hdéhere Expression in fibrotischen Aortenklappen im Vergleich zu
kalzifizierten (fibrotisch o. T2DM: 1£0.07, kalzifiziert o. T2DM 0.704£0.06, p = 0.0023).
Keine Signifikanzen ergaben sich im Vergleich der Klappentaschen von T2DM-
Patienten (fibrotisch m. T2DM: 0,93+0,07, kalzifiziert m. T2DM: 0,84+0,05, p > 0.9999).
Auch der Vergleich von T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten lieferte fur fibrotische und
kalzifizierte Aortenklappen keine statistischen Signifikanzen (fibrotisch o. T2DM:
1£0.07, fibrotisch m. T2DM: 0,93+0,07, p > 0.9999 und kalzifiziert o. T2DM 0.70+0.06,
kalzifiziert m. T2DM: 0,84+0,05, p = 0.2983).

3.1.3 Die Genexpression von chondroosteogenen Markern

ALPL

Abb. 9 zeigt die Genexpression der ALPL in den unterschiedlichen Gruppen.
Statistisch signifikante Expressionsunterschiede zeigten sich weder zwischen Frih-
und Spatstadien der Degeneration bei Nicht-T2DM-Patienten (fibrotisch o. T2DM:

1+0,11, kalzifiziert o. T2DM: 0,67+0,07, p = 0.0845) noch bei T2DM-Patienten
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(fibrotisch m. T2DM: 1,26£0,19, kalzifiziert m. T2DM 0,82+0,09, p = 0.4995). Ebenfalls
keine Unterschiede ergaben sich beim Vergleich von T2DM- und Nicht-T2DM-
Patienten mit fibrotischen Aortenklappentaschen (fibrotisch o. T2DM: 1£0,11, fibrotisch
m. T2DM: 1,26+0,19, p > 0.9999) sowie mit kalzifizierten Aortenklappentaschen
(kalzifiziert o. T2DM: 0,67+0,07, kalzifiziert m. T2DM: 0,82+0,09, p = 0.9301).
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Abb. 9: Die Genexpression der Alkalischen Phosphatase in humanen
Aortenklappentaschen. T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, o. = ohne, m. = mit, fibrotisch o.
T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM (n=25), kalzifiziert o. T2DM (n=39), kalzifiziert m. T2DM
(n=33). Die Genexpression der ALPL zeigte beim Vergleich der unterschiedlichen Gruppen
keine statistisch signifikanten Unterschiede.

SPP1

Hochsignifikant gesteigert war die Expression des SPP1 bei Nicht-T2DM-Patienten in
kalzifizierten Klappentaschen im Vergleich zu fibrotischen Klappentaschen (kalzifiziert
0. T2DM: 3.01£0.33, fibrotisch 0. T2DM: 1£0.22, p < 0.0001) [148].

Auch bei T2DM-Patienten fand sich eine signifikant héhere Auspragung des SPP1-
Gens in kalzifizierten Klappentaschen im Vergleich zu fibrotischen (kalzifiziert m.
T2DM: 2.46+0.34, fibrotisch m. T2DM: 0.931£0.11, p = 0.0066) [148]. Keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der SPP1-Expression zeigten sich in den frihen
Degenerationsstadien bei T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten (fibrotisch o. T2DM:

1+0.22, fibrotisch m. T2DM: 0.93+0.11, p > 0.9999) sowie in fortgeschrittenen Stadien
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(kalzifiziert 0. T2DM: 3.01+0.33, kalzifiziert m. T2DM: 2.46+0.34, p > 0.9999, s. Abb.
10).
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Abb. 10: Die Genexpression von SPP1 in humanen Aortenklappentaschen.
T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, 0. = ohne, m. = mit, ** = p < 0.01, *** = p < 0.0001.
fibrotisch 0. T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM (n=26), kalzifiziert o. T2DM (n=39),
kalzifiziert, m. T2DM (n=33). Sowohl in Aortenklappentaschen bei Nicht-T2DM-
Patienten als auch bei T2DM-Patienten liegt eine signifikant hdhere SPP1-Expression
in fortgeschrittener Degeneration im Vergleich zu friihen Stadien vor (ohne T2DM:

p < 0.0001, mit T2DM = p = 0,0066).

3.1.4 Die Genexpression der HAS1-3

HAS1

Wie aus Abb. 11 ersichtlich ist die Genexpression der HAS1 in allen Gruppen ahnlich.
Es zeigten sich sowohl fir T2DM- als auch fir Nicht-T2DM-Patienten keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen frihen und spaten Degenerationsstadien
(fibrotisch 0. T2DM: 1+1,07, kalzifiziert o. T2DM: 0,77+0,12, p > 0.9999 und fibrotisch
m. T2DM: 0,85+0,15, kalzifiziert m. T2DM: 0,56+0,09, p >0.9999). Ebenfalls keine

signifikant veranderten Genexpressionslevel ergaben sich fur fibrotische Klappen von
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Nicht-T2DM- und T2DM-Patienten (fibrotisch o. T2DM: 1£1,07, fibrotisch m. T2DM:
0,8510,15, p > 0.9999) als auch fir kalzifizierte Aortenklappentaschen (kalzifiziert o.
T2DM: 0,77+0,12, kalzifiziert m. T2DM: 0,56+0,09, p >0.9999).
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Abb. 11: Die Genexpression der Hyaluronsduresynthase 1 in humanen
Aortenklappentaschen. T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, 0. = ohne, m. = mit, fibrotisch o.
T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM (n=26), kalzifiziert o. T2DM (n=39), kalzifiziert m. T2DM
(n=32). Es zeigten sich in allen Gruppen ahnliche Expressionen.

HAS2

Betrachtet man hingegen die Genexpression der HAS2, dargestellt in Abb. 12, so
erkennt man eine signifikant hohere  HAS2-Expression in fibrotischen
Aortenklappentaschen bei Nicht-T2DM-Patienten im Vergleich zur kalzifizierten
Vergleichsgruppe (fibrotisch o. T2DM: 1+0.08, kalzifiziert 0. T2DM: 0.44+0.05, p <
0.0001).

Eine ebenfalls signifikante Mehrexpression der Synthase weisen T2DM-Patienten mit
fibrotischen Aortenklappentaschen auf (fibrotisch m. T2DM: 1.01x0.10, kalzifiziert m.
T2DM: 0.60+0.07, p = 0.0141).

Keine statistisch signifikant veranderten Genexpressionslevel ergaben sich flr
fibrotische Klappentaschen von Nicht-T2DM- und T2DM-Patienten (fibrotisch 0. T2DM:
1+0.08, fibrotisch m. T2DM: 1.01£0.10, p > 0.9999) sowie fur kalzifizierte
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Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM- und T2DM-Patienten (kalzifiziert o. T2DM:
0.44+0.05, kalzifiziert m. T2DM: 0.60+0.07, p = 0.3225).
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Abb. 12: Die Genexpression der Hyaluronsduresynthase 2 in humanen
Aortenklappentaschen. T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, 0. = ohne, m. = mit, * = p < 0.05,
*** =p < 0.0001, fibrotisch o. T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM (n=27), kalzifiziert o. T2DM
(n=39), kalzifiziert m. T2DM (n=33). In fibrotischen Herzklappen von Nicht-T2DM-Patienten (p <
0.0001) als auch von T2DM-Patienten (p=0.0141) fanden sich signifikant héhere HAS2-
Expressionslevel als bei Patienten mit kalzifizierten Aortenklappentaschen mit und ohne T2DM.

HAS3

Abb. 13 zeigt die Expression von HAS3. Die HAS3 war im Kollektiv der Nicht-T2DM-
Patienten signifikant (p = 0.017) hoher in fibrotischen Klappen (1+0.09) als in
kalzifizierten Aortenklappentaschen (0.64+0.06) exprimiert. T2DM-Patienten mit
fibrotischen Aortenklappentaschen zeigten hingegen keine signifikant hdheren
Expressionslevel als T2DM-Patienten mit kalzifizierten Klappentaschen (fibrotisch m.
T2DM: 0,96+0,1, kalzifiziert m. T2DM: 0,66£0,05, p = 0.1100). Auch keine signifikanten
Unterschiede in der HAS3-Expression lielen sich zwischen fibrotischen
Klappentaschen von T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten sowie in kalzifizierten

Aortenklappen von T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten erkennen (fibrotisch o. T2DM:
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110.09, fibrotisch m. T2DM: 0,96+0,1, p > 0.9999 und kalzifiziert 0. T2DM: 0.64+0.06,
kalzifiziert m. T2DM: 0,66+0,05, p > 0.9999).
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Abb. 13: Die Genexpression der Hyaluronsdauresynthase 3 in humanen
Aortenklappentaschen. T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, 0. = ohne, m. = mit, ** = p < 0.01,
fibrotisch 0. T2DM (n=38), fibrotisch m. T2DM (n=27), kalzifiziert o. T2DM (n=39), kalzifiziert m.
T2DM (n=32). In fibrotischen Herzklappen von Nicht-T2DM-Patienten fanden sich signifikant
héhere Expressionen als in der kalzifizierten Vergleichsgruppe (p = 0.0017).

3.2 Der quantitative HA-Gehalt in humanen Aortenklappentaschen

Zum Vergleich der auf mMRNA gewonnenen Ergebnisse mit der Proteinebene erfolgte
die Quantifizierung des HA-Gehalts der Aortenklappentaschen mittels eines HA-
ELISAs.

Die Gruppeneinteilung erfolgte analog zu den Gruppen, die in die PCR eingingen. Da
jedoch nicht von jedem Patienten, von dem eine Klappentasche in die RNA-Analyse
einging, eine weitere Tasche fir die Bestimmung des HA-Gehalts zur Verfligung stand,
verkleinerten sich die Gruppen entsprechend. Es resultierten bei einer Gesamtzahl
von n=94 folgende Gruppengrdlien:

1. fibrotisch ohne T2DM (n=26)

2. fibrotisch mit T2DM (n=15)
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3. kalzifiziert ohne T2DM (n=30)
4. kalzifiziert mit T2DM (n=23).

Ermittelt wurde der Gehalt an HA in pg bezogen auf das Trockengewicht des
jeweiligen in die Analyse eingegangenen Anteils der Aortenklappentasche in g (s.
Kapitel 2.2.9).

Die Ergebnisse sind graphisch in Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14: Ergebnis des HA-ELISAs. T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, 0. = ohne, m. = mit, HA:
Hyaluronsaure, ** = p < 0.01, *** = p < 0.0001, fibrotisch 0. T2DM (n=26), fibrotisch m. T2DM
(n=15), kalzifiziert o. T2DM (n=30), kalzifiziert m. T2DM (n=23). In fibrotischen
Aortenklappentaschen findet sich sowohl bei T2DM-Patienten (p = 0.0036) als auch bei Nicht-
T2DM-Patienten (p < 0.0001) ein signifikant hoéherer HA-Gehalt als in den jeweiligen
kalzifizierten Vergleichsgruppen.

Korrespondierend mit den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse von HAS2 und
HAS3 fand sich bei Nicht-T2DM-Patienten ein signifikant héherer Gehalt von HA in
fibrotischen Taschen im Vergleich zu kalzifizierten (fibrotisch o. T2DM: 4116.0+404.9,
kalzifiziert o. T2DM: 784.7£137.3, p < 0.0001).

Auch T2DM-Patienten wiesen in frUheren Degenerationsstadien einen signifikant
hoheren HA-Gehalt auf als in Spatstadien (fibrotisch m. T2DM: 3268.0+1260.0,
kalzifiziert m. T2DM: 749.3+199.0, p = 0.0036). Der Vergleich von T2DM- mit Nicht-

T2DM-Patienten ergab bei der Untersuchung des HA-Gehalts keine relevanten
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Unterschiede in fibrotischen und kalzifizierten Klappentaschen (fibrotisch o. T2DM:
4116.0+404.9, fibrotisch m. T2DM: 3268.0+1260.0, p = 0.3283 und kalzifiziert 0. T2DM:
784.7+137.3, kalzifiziert m. T2DM: 749.3+199.0, p > 0.9999).
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3.3 Auswertung der Patientendaten

Die zu jedem Patienten

ermittelten

Daten

bezlglich Alter, Geschlecht,

Begleiterkrankungen, Vormedikation, Raucherstatus, Echokardiographieparameter etc.

wurden getrennt fir die in die Genexpressionsanalyse und in die quantitative HA-

Analyse eingegangenen Gruppen statistisch ausgewertet und sind in Tabelle 9 und 10

dargestellt (modifiziert nach Barth et al. [148]). Es fand ein gezielter Vergleich der
Parameter zwischen T2DM- Patienten und Nicht-T2DM-Patienten statt.

fibrotisch (n=65)

kalzifiziert (n=72)

alle ohne mit ohne mit
Patienten T2DM T2DM p-Werte* T2DM T2DM p-Werte*
(n=137) (n=38) (n=27) (n=39) (n=33)
Geschlecht (mannlich), n (%) 77 (56) (;g) 10 (37) 0.3242 15 (38) 16 (48) 0.4761
Alter, J 7418 72111 7316 0.8764 775 7316 <0.01
BMI (kg/m?) 2815 26144 2945 <0.05 2644 3145 <0.001
Primare Indikation, n (%)
Stenose 115 (84) (;g) 24 (89) <0.01 39 (100)  33(100)  1.0000
Insuffizienz 18 (13) (1;) 1(4) <0.001 0 (0) 0 (0) -
Herztransplantat-Empfanger 4 (3) 2 (5) 2(7) 1.0000 0(0) 0(0) -
Lipide (mg/dL)
Gesamtcholesterin 14930 9 qa7a36 07169 148£33  153:64  0.8954
HDL 44114 45814 4313 0.7539 45514 43114 0.6776
LDL 94+33 95+36 89+30 0.6013 96129 95438 0.8600
Triglyzeride 135471 12;*5 193+106  <0.01 110£42  140:66  0.09071
LVEF (%) 58+13 59+12 54115 0.1910 6216 54+15 0.0608
Kategorien der indizierten
Stenosegrade, n (%)
11
[ 24 (20) (46) 8(32) 1(3) 4(12)
Il 45(38) 5(21) 13(52) 14 (37) 13 (39)
1l 51(43)  8(33)  4(16) 0.0691 23 (61) 16 (49) 0.2522
Kardiovaskulare
Risikofaktoren, n (%)
Raucheranamnese 65 (48) (52',2) 13 (48) 0.8005 21 (54) 11 (33) 0.0992
Arterielle Hypertonie 121 (88) (gg) 27 (93) 1.0000 31 (80) 30 (91) 0.2083
T2DM 60 (43) - 27 (100) - - 33 (100) -
davon IDDM 14 (23) - 7 (26) - - 7 (21) -
Dyslipoproteinmie 102 (75) (gg) 26(96)  <0.01 30(77)  29(88)  0.3573
KHK 0(6) 5, 1867 07879 22(56)  23(70)  0.3296
Extrakardiale
GefaRerkrankungen 33(24)  6(16) 13 (48) <0.01 10 (26) 4(12) 0.2322
Medikamente, n (%)
Statine 75 (60) (12) 19 (79) <0.05 17 (46) 24 (75) <0.05
Antikoagulantien 29(21)  5(13)  8(30) 0.1244 8 (21) 8 (24) 0.7801
ASS 83 (66) (;g) 18 (75) 0.2614 23 (62) 23 (72) 0.4498

Tabelle 9: Patientendaten (Genexpressionsanalyse, PCR). HDL = high density lipoprotein,
LDL = low densitiy lipoprotein, LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion, T2DM = Diabetes
mellitus Typ 2, IDDM = Insulin-abhangiger Diabetes mellitus Typ 2, ASS = Acetylsalicylsaure,
J = Jahre, p-Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant angenommen
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fibrotisch (n=41)

kalzifiziert (n=53)

alle ohne mit ohne mit
Patienten T2DM T2DM p-Werte* T2DM T2DM p-Werte*
(n=94) (n=26) (n=15) (n=30) (n=23)
Geschlecht (mannlich), n (%) 53 (56) 15 (58) 11(73) 0.0502 18 (60) 9 (39) 0.1704
Alter, J 74+8 71+11 74+7 0.6343 7615 7416 0.3232
BMI (kg/m?) 27+5 25+3 2745 0.2106 2614 315 <0.01
Priméare Indikation, n (%)
Stenose 77 (82) 11 (42) 13 (87) <0.01 30 (100) 23 (100) 1.0000
Insuffizienz 13 (14) 13 (50) 0 (0) <0.01 0 (0) 0 (0) -
Herztransplantat-Empfanger 4 (4) 2(8) 2 (13) 0.6149 0 (0) 0 (0)
Lipide (mg/dL)
Gesamtcholesterin 150141 143146 152+42 0.7767 150132 158+49 0.5811
HDL 43+14 42+15 37+12 0.4209 45414 43+14 0.6275
LDL 95+34 92+37 94+30 0.8536 95+30 99+40 0.8007
Triglyzeride 139478 126162 238+115 <0.01 109442 138163 0.1203
LVEF (%) 57+13 5814 48+14 0.0657 62+7 56115 0.3778
Kategorien der indizierten
Stenosegrade, n (%)
| 16 (20) 7 (44) 4 (31) 1(3) 4(17)
I 31(38) 4 (25) 7 (54) 11 (37) 9 (39)
n 35 (43) 5(31) 2 (15) 0.2671 18 (60) 10 (43) 0.1808
Kardiovaskulare
Risikofaktoren, n (%)
Raucheranamnese 46 (49) 13 (52) 7 (74) 1.0000 17 (57) 9 (39) 0.2709
Arterielle Hypertonie 82 (87) 24 (92) 14 (93) 1.0000 23 (77) 21 (91) 0.2699
T2DM 38 (40) - 15 (100) - - 23 (100) -
davon IDDM 10 (26) - 4(27) - - 6 (26) -
Dyslipoproteindmie 79 (84) 21 (81) 14 (93) 0.3878 24 (80) 20 (87) 0.7153
KHK 61 (65) 19 (73) 10 (67) 0.7300 16 (53) 16 (70) 0.2688
Effr;';:rrsr'gfknungen 20 (21) 4 (15) 6 (40) 0.1302 7(23) 3(13) 0.4844
Medikamente, n (%)
Statine 51 (60) 12 (55) 10 (83) 0.1397 13 (46) 16 (70) 0.1552
Antikoagulantien 18 (19) 3(12) 4(27) 0.3902 7 (23) 4(17) 0.7379
ASS 54 (64) 12 (55) 10 (83) 0.1397 15 (54) 17 (77) 0.1373

Tabelle 10: Patientendaten (HA-ELISA). HDL = high density lipoprotein, LDL = low densitiy

lipoprotein, LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion, T2DM = Diabetes mellitus Typ 2, IDDM =
Insulin-abhangiger Diabetes mellitus Typ 2, ASS = Acetylsalicylsaure, J = Jahre, p-Werte < 0.05
wurden als statistisch signifikant angenommen

56 % aller Patienten in beiden Kohorten (PCR- und HA-Kohorte) waren mannlichen

Geschlechts. In beiden Kohorten lag das Durchschnittsalter zum OP-Zeitpunkt bei

7418 Jahren. Innerhalb der PCR-Kohorte zeigte sich fur Patienten mit kalzifizierten

Aortenklappen ein signifikant geringeres Lebensalter zum OP-Zeitpunkt im Falle des
Vorliegens eines T2DM (kalzifiziert mit T2DM: 7316 Jahre, kalzifiziert ohne T2DM
7715, p < 0.01). Bei Aortenklappen-Fibrosierungen lieien sich keine signifikanten
Altersdifferenzen zwischen T2DM-Patienten und Nicht-T2DM-Patienten
jeweiligen Kohorten finden (PCR: fibrotisch ohne T2DM: 72+11 Jahre, fibrotisch mit
T2DM: 736 Jahre, p = 0.3242 und HA: fibrotisch ohne T2DM: 71+11 Jahre, fibrotisch
mit T2DM: 747 Jahre, p = 0.6343).
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BMI

Der mittlere BMI-Wert aller Patienten in der PCR-Gruppe lag bei 28+5 kg/m? bzw. bei
2715 kg/m? in der HA-Gruppe. T2DM-Patienten mit kalzifizierten Aortenklappentaschen
wiesen in beiden Kohorten einen signifikant hdheren BMI auf als Nicht-T2DM-Patienten
(PCR: kalzifiziert mit T2DM: 3115 kg/m?, kalzifiziert ohne T2DM 26+4 kg/m?, p < 0.001;
HA: kalzifiziert mit T2DM: 31+5 kg/m?, kalzifiziert ohne T2DM 2614 kg/m?, p < 0.01).
Gleiches gilt fir T2DM-Patienten und Klappenfibrosierung im PCR-Kollektiv (fibrotisch
mit T2DM: 2915 kg/m?, fibrotisch ohne T2DM 26+4 kg/m?, p < 0,05). In der HA-Gruppe
ergab sich bei bestehender Klappenfibrosierung keine Signifikanz zwischen Nicht-
T2DM- und T2DM-Patienten (fibrotisch mit T2DM: 27+5 kg/m?, fibrotisch ohne T2DM
253 kg/m?, p = 0.2106).

Die primare OP-Indikation

Das primar zur Klappenoperation fuhrende Vitium unabhangig vom Vorliegen eines
T2DM stellte bei allen Patienten in der PCR- und HA-Kohorte im Falle einer
Aortenklappenkalzifizierung die Stenose dar. Signifikante Unterschiede ergaben sich in
den friheren, fibrotischen Degenerationsstadien. So wiesen in der PCR-Gruppe 89 %
der T2DM-Patienten eine Stenose als primare OP-Indikation auf (bei den Nicht-T2DM-
Patienten nur 50 %, p < 0.01). 45 % der Nicht-Diabetiker wurden aufgrund einer
Herzklappeninsuffizienz einer OP zugeflhrt, der Anteil der T2DM-Gruppe lag bei
lediglich 4 % (p < 0.001). Ahnliche Ergebnisse fanden sich in der fibrotischen HA-
Gruppe. Hier war die primare OP-Indikation bei 87 % der Diabetiker eine Stenose
(42 % bei den Nicht-Diabetikern, p < 0.01). Keiner der Diabetiker wurde primar
aufgrund einer Aortenklappeninsuffizienz operiert, jedoch die Halfte der Nicht-
Diabetiker (p < 0.01).

Blutfettwerte

Das Gesamtcholesterin und die Fraktionen von HDL und LDL wiesen in beiden
untersuchten Kohorten keine signifikanten Differenzen zwischen T2DM- und Nicht-
T2DM-Patienten auf.

Betrachtet man die Triglyzeride, so lagen die Mittelwerte in der gesamten PCR-Gruppe
bei 135+71 mg/dl, in der HA-Gruppe bei 139+78 mg/dl. Zwischen T2DM- und Nicht-
T2DM-Patienten gab es sowohl in der PCR- als auch der HA-Gruppe bei Patienten in
anfanglichen Degenerationsstadien signifikante Unterschiede. T2DM-Patienten wiesen
deutlich héhere Werte auf als Nicht-T2DM-Patienten (PCR: fibrotisch mit T2DM:
193+106 mg/dl, fibrotisch ohne T2DM: 121+53 mg/dl, p < 0.01; HA: fibrotisch mit
T2DM: 2381115 mg/dl, fibrotisch ohne T2DM: 126+62 mg/dl, p < 0.01). Einen in diese

Richtung gehenden Trend, jedoch ohne statistische Signifikanz, fand man auch in der
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PCR-Gruppe bei Patienten mit kalzifizierten Aortenklappentaschen (kalzifiziert mit
T2DM: 140+66 mg/dl, kalzifiziert ohne T2DM: 110+£42 mg/dl, p = 0.0901).

Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Die mittlere LVEF (%) aller Patienten lag bei 58+13 % (PCR) bzw. 57+13 % (HA).
Signifikante Unterschiede lieBen sich nicht erkennen. Die Subgruppen von Patienten
mit fortgeschrittener Klappendegeneration in der PCR-Kohorte und diejenigen mit
beginnender Degeneration in der HA-Kohorte zeigten jedoch den Trend einer
geringeren linksventrikularen Auswurfleistung bei T2DM-Patienten (PCR: kalzifiziert mit
T2DM: 54115 %, kalzifiziert ohne T2DM: 6216 %, p = 0.068; HA: fibrotisch mit T2DM:
48114 %, fibrotisch ohne T2DM: 5814 %, p = 0.0657).

Schweregrade der Stenose

In beiden analysierten Kohorten wiesen 43 % der Patienten eine Stenose I11°, 38 %
eine Stenose II° und 20 % eine erstgradige Stenose auf. Signifikanzen der
Schweregradverteilung zwischen T2DM-Patienten und Nicht-T2DM-Patienten fanden

sich weder fur frihe noch flr spate Stadien der Klappendegeneration.

Kardiovaskulédre Risikofaktoren

In der PCR-Kohorte wiesen 96 % der T2DM-Patienten mit einer fibrotischen
Aortenklappentasche eine Dyslipoproteinamie auf, in der Vergleichsgruppe der Nicht-
T2DM-Patienten mit fibrotischen Aortenklappentaschen lediglich 68 % (p < 0.01). Zwar
lag auch in der HA-Kohorte bei Patienten mit fibrotischen Aortenklappen der Anteil von
Patienten mit Dyslipoproteindmie mit 93 % bei gleichzeitigem Vorliegen eines T2DM
hdéher als bei Nicht-T2DM-Patienten (81 %), eine statistische Signifikanz wurde jedoch
nicht erreicht.

FUr die Risikofaktoren arterielle Hypertonie und positive Raucheranamnese lie3en sich
in beiden Kohorten zwischen T2DM-Patienten nicht Nicht-T2DM-Patienten keine

statistisch signifikanten Unterschiede erkennen.

KHK und extrakardiale GefaBerkrankungen

In der PCR-Kohorte fand sich bei Patienten mit Aortenklappenfibrose und Vorliegen
eines T2DM signifikant haufiger eine extrakardiale GefalRerkrankung (cAVK oder
pAVK) als bei Nicht-T2DM-Patienten (fibrotisch mit T2DM: 13 (48 %), fibrotisch ohne
T2DM: 6 (16 %), p < 0.01). Von einer KHK waren 66 % aller Patienten der PCR und
65% der HA-Kohorte betroffen. Signifikante Pravalenzunterschiede lieRen sich in den

Subgruppen nicht erkennen.
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Medikamentenanamnese

Die Einnahme von ASS wurde bei der Analyse der Medikamentenanamnese gesondert
von den ubrigen Antikoagulantien betrachtet. ASS fand sich bei 66 % der Patienten in
der PCR-Kohorte und 64 % der Patienten der HA-Kohorte in der Dauermedikation.
Auch, wenn in den Subgruppen T2DM-Patienten ASS tendenziell haufiger einnahmen,
lield sich statistisch keine Signifikanz nachweisen (PCR: fibrotisch ohne T2DM: 19
(58 %), fibrotisch mit T2DM: 18 (75 %), p = 0.2614, kalzifiziert ohne T2DM: 23 (62 %),
kalzifiziert mit T2DM: 23 (72 %), p = 0.4498 und HA: fibrotisch ohne T2DM: 12 (55 %),
fibrotisch mit T2DM: 10 (83 %), p = 0.1397, kalzifiziert ohne T2DM: 15 (54 %),
kalzifiziert mit T2DM: 17 (77 %), p = 0.1373). Weitere Antikoagulantien wurden von
21 % der Patienten der PCR-Kohorte und 19 % der HA-Kohorte eingenommen,
signifikante Unterschiede zwischen T2DM-Patienten und Nicht-T2DM-Patienten lielRen
sich nicht erkennen.

In beiden Kohorten nahmen 60 % der Patienten Statine ein, wobei in der PCR-Kohorte
T2DM-Patienten mit fibrotischen Aortenklappentaschen diese Medikamentengruppe
statistisch signifikant haufiger einnahmen als die Vergleichsgruppe ohne T2DM
(fibrotisch mit T2DM: 19 (79 %), fibrotisch ohne T2DM: 15 (46 %), p < 0.05).

3.4 In vitro-Kultivierung oviner VICs auf normo- und
hyperglykamischem Medium

Wie in Kapitel 2.2.11 beschrieben, wurden ovine VICs Uber 12 d (n=7) kultiviert. Aus
jedem Ansatz wurde nach 3, 6, 9 und 12 d RNA isoliert und die Genexpression von
BGN und HAS1-3 ermittelt. An d 12 wurde zusatzlich mittels HA-ELISA die HA-Menge

in den Zellen quantifiziert.

3.4.1 Die Genexpression von BGN und HAS 1-3
Die in der PCR ermittelten Ct-Werte wurden mit der 2-22¢-Methode (s. Kapitel 2.2.8)

ausgewertet. Es erfolgte jeweils die Normierung auf die Zellpopulation der

Kontrollgruppe an d 3. Fur jedes n existiert seine eigene Kontrollgruppe.
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Abb. 15: Die Genexpression von Biglykan in ovinen VICs nach Umstellung
von normoglyamischem auf hyperglykdmisches Medium nach 24 Stunden.
Analyse im Zeitverlauf Uber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3,
6, 9 und 12. Dunkelblau ist die BGN-Expression in der auf normoglykdmischem
Medium gebliebenen Kontrollgruppe. Hellblau stellt die nach 24 h von
normoglykamischem auf hyperglykdmisches Medium umgesetzten Zellen dar. Die
Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe von d 3. Signifikante
Unterschiede der BGN-Expression sind nicht zu erkennen. normoglykdm = Medium
mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium mit hohem Glukosegehalt,
BGN = Biglykan

In Abb. 15 ist die BGN-Expression uUber den Zeitraum von 12 d (x-Achse) graphisch
dargestellt. Beide Expressionskurven (hellblau = nach 24 h von normo- auf
hyperglykdmisches Medium umgesetzte Zellen, dunkelblau = auf normoglykamischem
Medium gebliebene Kontrollgruppe) lassen an d 6 einen leichten Anstieg erkennen und
fallen an d 12 auf ein dem Anfang ahnliches Niveau ab. Ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe, die wahrend der Zeit auf normoglykamischem Medium
blieb und der Gruppe, die nach 24 h auf hyperglykdmisches Medium gesetzt wurde,
existiert wahrend der gesamten Zeit nicht:

d 3 normoglykdm - normoglykam: 10,

d 3 normoglykam - hyperglykam: 1,193x0,207, p = 0.9511

d 6 normoglykam - normoglykam: 1,1269+0,109
d 6 normoglykdm - hyperglykam: 1,537+0,384, p = 0.8511
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d 9 normoglykdm - normoglykam: 1,044+0,264
d 9 normoglykdm - hyperglykdm: 0,854+0,169, p = 0.9523

d 12 normoglykdm - normoglykadm: 0,523+0,115
d 12 normoglykam - hyperglykam: 0,561+0,165, p = 0.9999

Abb. 16 zeigt die BGN-Expression in ovinen Zellen, die wahrend der 12 d
hyperglykdmisches Medium bekamen (roter Graph) und denen, die von hyper- auf
normoglykdmisches Medium umgestellt wurden (orangener Graph). Ein Ausreil3er an d
12, in Klammern markiert, wurde bei der statistischen Auswertung exkludiert. Zu
erkennen ist in beiden Gruppen ein leichter Anstieg der BGN-Expression an d 6,
nachfolgend fallt die Expression zu den weiteren Messzeitpunkten ab. Signifikante
Expressionsunterschiede bis d 12 sind nicht erkennbar:

d 3 hyperglykdm - hyperglykdm: 1+0

d 3 hyperglykdm - normoglykam: 0,840+0,110, p = 0.9941

d 6 hyperglykdm - hyperglykam: 1,530+0,435
d 6 hyperglykam - normoglykam: 1,479+0,475, p > 0.9999

d 9 hyperglykam - hyperglykam: 0,950+0,184
d 9 hyperglykdm - normoglykam: 1,191+0,352, p = 0.9727

d 12 hyperglykdm - hyperglykam: 0,578+0,133
d 12 hyperglykdm - normoglykam: 1,111+0,439, p = 0.7003
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Abb. 16: Die Genexpression von Biglykan in ovinen VICs nach Umstellung von
hyperglykdmischem auf normoglykdmisches Medium nach 24 Stunden. Analyse im
Zeitverlauf Uber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12. Rot ist die
BGN-Expression in der auf hyperglykdmischem Medium gebliebenen Kontrollgruppe. Orange
stellt die nach 24 h von hyperglykamischem auf normoglykdmisches Medium umgesetzten
Zellen dar. Die Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe von d 3. Signifikante
Unterschiede der BGN-Expression sind nicht zu erkennen. normoglykdm = Medium mit
niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium mit hohem Glukosegehalt, BGN = Biglykan,
Ausreil3er in Klammern markiert

Es erfolgte zudem der Vergleich der jeweiligen Kontrollgruppen, die Uber dem
gesamten Zeitraum entweder auf normoglykamischem oder hyperglykdamischem
Medium kultiviert wurden (s. Abb. 17). Ein Ausreifder an d 12, in Klammern markiert,
wurde bei der statistischen Auswertung exkludiert. Die Messwerte der BGN-Expression
an den d 3,6,9 und 12 zeigten keine signifikanten Unterschiede:

d 3 normoglykamisch - normoglykamisch: 1+0

d 3 hyperglykdmisch - hyperglykdmisch: 1+0, p > 0.9999

d 6 normoglykamisch - normoglykamisch: 1,1269+0,109
d 6 hyperglykdmisch - hyperglykdmisch: 1,530£0,435, p = 0.8613

d 9 normoglykdmisch - normoglykamisch: 1,044+0,264
d 9 hyperglykdmisch - hyperglykdmisch: 0,950+0,184, p = 0.9964

d 12 normoglyk@misch - normoglykamisch: 0,523+0.115
d 12 hyperglykamisch - hyperglykdmisch: 0,578+0,133, p = 0.9996
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Abb. 17: Vergleich der Biglykan-Expression innerhalb der Kontrollgruppen. Analyse im
Zeitverlauf Uber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12. Rot ist die
BGN-Expression in der auf hyperglykdmischem Medium kultivierten Kontrollgruppe. Blau stellt
die BGN-Expression der durchgehend auf normoglykdmischem Medium kultivierten Zellen dar.
Die Messwerte der BGN-Expression an den d 3,6,9 und 12 zeigen keine signifikanten
Unterschiede. normoglykdm = Medium mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium
mit hohem Glukosegehalt, BGN = Biglykan, Ausrei3er in Klammern markiert

HAS1

Neben BGN wurde in dem gleichen Versuchsaufbau auch die Expression der HAS1-3
bestimmt. Die HAS1-Expression der ovinen VICs, die initial auf dem
normoglykamischen Medium kultiviert und auf das hyperglykamische Medium
umgestellt wurden, ist zusammen mit der normoglykamischen Kontrollgruppe in
Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 18: Die Genexpression der Hyaluronsaduresynthase 1 in ovinen VICs nach
Umstellung von normoglykamischem auf hyperglykdmisches Medium nach 24 Stunden.
Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12.
Dunkelblau ist die HAS1-Expression in der auf normoglykdmischem Medium gebliebenen
Kontrollgruppe. Hellblau stellt die nach 24 h von normoglykdmischem auf hyperglykdmisches
Medium umgesetzten Zellen dar. Die Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe
von d 3. Signifikante Unterschiede in der Auspragung des HAS1-Gens sind nicht zu erkennen.
normoglykdm = Medium mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium mit hohem
Glukosegehalt, HAS1 = Hyaluronsauresynthase 1

65



Beide Graphen zeigen bis zu d 9 einen nahezu parallelen Verlauf;
d 3 normoglykam - normoglykam: 1+0
d 3 normoglykdm - hyperglykam: 1,347+0,251, p = 0.6986

d 6 normoglykdm - normoglykam: 0,785+0,230
d 6 normoglykdm - hyperglykam: 1,186+0,311, p = 0.6133

d 9 normoglykam - normoglykam:0,519+0,166
d 9 normoglykdm - hyperglykam: 1,179+0,290, p = 0.6410

An d 12 lasst sich ein Ansteigen der HAS1-Expression im Ansatz normoglykdm -
hyperglykdm beobachten, der im Vergleich mit dem normoglykdm - normoglykam-
Ansatz jedoch nicht signifikant ist:

d 12 normoglykam - normoglykdm:0,576+0,124

d 12 normoglykam - hyperglykam: 1,179+0,290, p = 0.1961

Der primare Ansatz in einem hyperglykdmischen Medium mit Umstellung auf ein
normoglykamisches Medium nach 24 h lasst folgende HAS1-Expressionen erkennen
(s. Abb. 19):
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Abb. 19: Die Genexpression der Hyaluronsduresynthase 1 in ovinen VICs nach
Umstellung von hyperglykdmischem auf normoglykdmisches Medium nach 24 Stunden.
Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12.
Rot ist die HAS1-Expression in der auf hyperglykdmischem Medium gebliebenen
Kontrollgruppe. Orange stellt die nach 24 h von hyperglykdmischem auf normoglykdmisches
Medium umgesetzten Zellen dar. Die Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe
von d 3. An d 12 exprimieren die auf hohem Glukosemedium kultivierten Zellen signifikant mehr
HAS1 als die auf niedrigem Glukosegehalt (p = 0,0271). * = p < 0,05, normoglykam = Medium
mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium mit hohem Glukosegehalt,
HAS1 = Hyaluronsauresynthase 1
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Die von hyperglykdmischem auf normoglykdmisches Medium umgestellten Zellen
(orangene Kurve) zeigen wahrend der gesamten Versuchsdauer eine niedrige,
tendenziell sinkende HAS1-Expression. Im Vergleich dazu steigt die HAS1-Expression
bei den wahrend der gesamten Zeit auf hohem Glukosegehalt kultivierten Zellen (rote
Kurve) kontinuierlich an:

d 3 hyperglykdm - hyperglykam: 10

d 3 hyperglykdm - normoglykam: 0,878+0,151, p > 0.9999

d 6 hyperglykdm - hyperglykam: 1,676+0,795
d 6 hyperglykdm - normoglykédm: 0,976+0,399, p = 0.9630

d 9 hyperglykdm - hyperglykdm: 2,504+1,309
d 9 hyperglykdm - normoglykam: 0,800+0,422, p = 0.5066

An d 12 liegt die Genexpression von HAS1 in dem hyperglykdm - hyperglykdm-Ansatz
signifikant hdher als in den nach 24 h auf normoglykdmisches Medium gesetzten
Zellen:

d 12 hyperglykam - hyperglykdm: 3,932+1,972

d 12 hyperglykam - normoglykam: 0,399+0,179, p = 0.0271

Korrespondierend mit den vorangehend beschriebenen Ergebnissen zeigt der

Vergleich der HAS1-Expression in den jeweiligen Kontrollgruppen bei

Gegenuberstellung einen sehr ahnlichen Verlauf der Graphen (s. Abb. 20).
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Abb. 20: Vergleich der Hyaluronsiduresynthase 1-Expression innerhalb der
Kontrollgruppen. Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR
an d 3, 6, 9 und 12. Rot ist die HAS1-Expression in der auf hyperglykdmischem gebliebenen
Kontrollgruppe. Blau stellt die HAS1-Expression der durchgehend auf normoglykdmischem
Medium kultivierten Zellen dar. An d 12 exprimieren die auf hohem Glukosemedium kultivierten
Zellen signifikant mehr HAS1 als die kontinuierlich auf niedrigem Glukosegehalt kultivierten
Zellen (p = 0.0321). * = p < 0.05, normoglykdm = Medium mit niedrigem Glukosegehalt,
hyperglykdm = Medium mit hohem Glukosegehalt, HAS1 = Hyaluronsauresynthase 1

Die HAS1-Expression der auf Medium mit niedrigem Glukosegehalt kultivierten Zellen
bewegt sich wahrend des Untersuchungszeitraums auf niedrigem Niveau. Im Vergleich
hierzu lassen die auf Medium mit hohem Glukosegehalt kultivierten Zellen eine
ansteigende HAS1-Expression erkennen, die an d 12 signifikant Gber der der
normoglykamisch kultivierten Zellen liegt:

d 3 normoglykdm - normoglykam: 10

d 3 hyperglykdm - hyperglykam: 10, p > 0.9999

d 6 normoglykdm - normoglykam: 0,785+0,230
d 6 hyperglykdm - hyperglykam: 1,676+0,795, p = 0.9190

d 9 normoglykdm - normoglykam: 0,519+0,166
d 9 hyperglykam - hyperglykam: 2,504+1,309, p = 0.3296

d 12 normoglykdm - normoglykam: 0,576+0,124
d 12 hyperglykam - hyperglykam: 3,932+1,972, p = 0.0321
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HAS2
Im Folgenden (s. Abb. 21) werden die Ergebnisse der HAS2-Expression dargestellt.
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Abb. 21: Die Genexpression der Hyaluronsauresynthase 2 in ovinen VICs nach
Umstellung von normoglykamischem auf hyperglykdmisches Medium nach 24 Stunden.
Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12.
Dunkelblau ist die HAS2-Expression in der auf normoglykdmischem Medium gebliebenen
Kontrollgruppe. Hellblau stellt die nach 24 h von normoglykdmischem auf hyperglykdmisches
Medium umgesetzten Zellen dar. Die Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe
von d 3. Signifikante Unterschiede in der Auspragung des HAS2-Gens sind nicht zu erkennen.
normoglykdm = Medium mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium mit hohem
Glukosegehalt, HAS2 = Hyaluronsauresynthase 2

Die initiale Kultivierung auf einem normoglykédmischen Medium mit nachfolgendem
Wechsel nach 24 h auf ein hyperglykdmisches Medium lasst an d 6 und 9 in beiden
Ansatzen einen Abfall der HAS2-Expression erkennen:

d 3 normoglykdm - normoglykam: 10

d 3 normoglykdm - hyperglykam: 1,493+0,201, p =0.3823

d 6 normoglykam - normoglykam: 0,548+0,108
d 6 normoglykdm - hyperglykam: 1,033+0,290, p = 0.4385

d 9 normoglykdm - normoglykam: 0,470+0,127
d 9 normoglykdm - hyperglykam: 0,653+0,106, p = 0.9599

An d 12 kann wieder eine erhohte HAS2-Expression im Ansatz normoglykam -
hyperglykam detektiert werden. Im Vergleich mit dem normoglykdam - normoglykam-
Ansatz ist dieser Unterschied jedoch nicht signifikant:
d 12 normoglykam - normoglykam: 0,454+0,133

d 12 normoglykdm - hyperglykdm: 0,980+0,433, p = 0.3201 (s. Abb. 21)
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Abb. 22 zeigt die HAS2-Expression im primaren hyperglykdmischen Ansatz. Nach
Umstellung nach 24 h auf das normoglykédmische Medium lasst sich initial ein leichter
Abfall und nachfolgender Wiederanstieg der HAS2-Expression beobachten. Bei
durchgehender Kultivierung der Zellen auf hyperglykdmischem Medium liegt die
Expression insgesamt hdher mit einem statistisch signifikanten Unterschied an d 9 (s.
Abb. 22):

d 3 hyperglykam - hyperglykam: 1+0
d 3 hyperglykam - normoglykam: 0,604+0,124, p =0.4097

d 6 hyperglykdm - hyperglykam: 0,689+0,177
d 6 hyperglykdm - normoglykam: 0,493+0,076, p = 0.9028

d 9 hyperglykdm - hyperglykdm: 1,094+0,372
d 9 hyperglykdm - normoglykam: 0,260+0,077, p = 0.0073

d 12 hyperglykam - hyperglykédm: 0,980+0,273
d 12 hyperglykam - normoglykam: 0,511+0,106, p = 0.3340
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Abb. 22: Die Genexpression der Hyaluronsduresynthase 2 in ovinen VICs nach
Umstellung von hyperglykdmischem auf normoglykdmisches Medium nach 24 Stunden.
Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12.
Rot ist die HAS2-Expression in der auf hyperglykdmischem Medium gebliebenen
Kontrollgruppe. Orange stellt die nach 24 h von hyperglykdmischem auf normoglykdmisches
Medium umgesetzten Zellen dar. Die Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe
von d 3. An d 9 exprimieren die auf hohem Glukosemedium kultivierten Zellen deutlich mehr
HAS2 als die auf niedrigem Glukosegehalt (p = 0,073). normoglykam = Medium mit niedrigem
Glukosegehalt, hyperglykam = Medium mit hohem Glukosegehalt,
HAS2 = Hyaluronsauresynthase 2, Ausreilder in Klammern markiert
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Die Gegenuberstellung der HAS2-Expression der jeweiligen Kontrollgruppen ist in Abb.

23 veranschaulicht.
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Abb. 23: Vergleich der Hyaluronsduresynthase 2-Expression innerhalb der
Kontrollgruppen. Analyse im Zeitverlauf uber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR
an d 3, 6, 9 und 12. Rot ist die HAS2-Expression in der auf hyperglykdmischem Medium
gebliebenen Kontrollgruppe. Blau stellt die HAS2-Expression der durchgehend auf
normoglykamischem Medium kultivierten Zellen dar. Signifikante Unterschiede in der
Auspragung des HAS2-Gens lassen sich nicht finden. normoglykam: Medium mit niedrigem
Glukosegehalt, hyperglykam = Medium mit hohem Glukosegehalt,
HAS2 = Hyaluronsauresynthase 2, Ausreil3er in Klammern markiert

Tendenziell liegt die HAS2-Expression in den auf hyperglykdmischem Medium
kultivierten VICs ab d 6 hoher als in der normoglykdmischen Kontrollgruppe,
signifikante Unterschiede in der Auspragung des HAS2-Gens finden sich aber zu
keinem Zeitpunkt des Experiments:

d 3 normoglykdm - normoglykam: 10

d 3 hyperglykdm - hyperglykdm: 1£0, p > 0.9999

d 6 normoglykdm - normoglykam: 0,548+0,108
d 6 hyperglykdm - hyperglykam: 0,689+0,177, p = 0.9751

d 9 normoglykdm - normoglykam: 0,470+0,127
d 9 hyperglykam - hyperglykam: 1,094+0,372, p = 0.0745

d 12 normoglykam - normoglykam: 0,454+0,133
d 12 hyperglykam - hyperglykam: 0,980+0,273, p = 0.2466
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Abb. 24: Die Genexpression der Hyaluronsduresynthase 3 in ovinen VICs nach
Umstellung von normoglykdmischem auf hyperglykdmisches Medium nach 24 Stunden.
Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12.
Dunkelblau ist die HAS3-Expression in der auf normoglykdmischem Medium gebliebenen
Kontrollgruppe. Hellblau stellt die nach 24 h von normoglykdmischem auf hyperglykamisches
Medium umgesetzten Zellen dar. Die Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe
von d 3. Signifikante Unterschiede in der Auspragung des HAS3-Gens sind nicht zu erkennen.
normoglykdm = Medium mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium mit hohem
Glukosegehalt, HAS3 = Hyaluronsauresynthase 3

Abb. 24 zeigt die HAS3-Expression von ovinen VICs, die zu Beginn auf
normoglykdmischem Medium  kultiviert wurden. Die Umstellung auf ein
hyperglykdmisches Medium nach 24 h fuhrt im Vergleich mit der Fortfihrung der Kultur
auf einem normoglykdmischen Medium an allen Messzeitpunkten nur zu diskreten
Unterschieden der HAS3-Expression ohne statistische Signifikanz:

d 3 normoglykam - normoglykam: 1+0

d 3 normoglykdm - hyperglykam: 1,057+0,156, p = 0.9988

d 6 normoglykam - normoglykam: 1,155+0,091
d 6 normoglykam - hyperglykam: 1,157+0,125, p > 0.9999

d 9 normoglykam - normoglykam: 1,087+0,199
d 9 normoglykam - hyperglykam: 1,214+0,207, p = 0.9742

d 12 normoglykam - normoglykam: 1,296+0,254
d 12 normoglykam - hyperglykam: 1,144+0,183, p = 0.9519
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Wahrend der gesamten Zeit findet demnach eine fast konstante HAS3-Expression

unabhangig des verwendeten Mediums statt.
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Abb. 25: Die Genexpression der Hyaluronsduresynthase 3 in ovinen VICs nach
Umstellung von hyperglykdamischem auf normglykamisches Medium nach 24 Stunden.
Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR an d 3, 6, 9 und 12.
Rot ist die HAS3-Expression in der auf hyperglykdmischem Medium gebliebenen
Kontrollgruppe. Orange stellt die nach 24 h von hyperglykdmischem auf normoglykdmisches
Medium umgesetzten Zellen dar. Die Normierung erfolgte jeweils innerhalb der Kontrollgruppe
von d 3. Signifikante Unterschiede in der Auspragung des HAS3-Gens lassen sich nicht
erkennen. normoglykdm = Medium mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykdm = Medium mit
hohem Glukosegehalt, HAS3 = Hyaluronsauresynthase 3

Bei primarer Kultivierung auf einem hyperglykdmischen Medium liegt die HAS3-
Expression an d 6 und 9 bei Fortfuhrung der Mediumgabe in nahezu der gleichen
Grofle wie in den nach 24 h auf normoglykédmisches Medium umgestellten Zellen. An
d 12 Iasst sich in der normoglykamischen Kultur eine hohere Expression messen,
jedoch ohne, dass eine statistische Signifikanz vorliegt (s. Abb. 25):
d 3 hyperglykdm - hyperglykam: 10

d 3 hyperglykdm - normoglykam: 0,909+0,165, p =0.9991

d 6 hyperglykdm - hyperglykam: 1,529+0,294
d 6 hyperglykdm - normoglykam: 1,383+0,246, p = 0.9942

d 9 hyperglykdm - hyperglykam: 1,223+0,227
d 9 hyperglykdm - normoglykam: 1,299+0,521, p = 0.9996
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d 12 hyperglykdm - hyperglykam: 1,205+0,239
d 12 hyperglykam - normoglykam: 1,847+0,575, p = 0.4518

Beim Vergleich beider Kontrollgruppen (siehe Abb. 26) prasentiert sich auch hier ein
ahnlicher Verlauf beider Kurven. Die HAS3-Expression an d 6 ist in der
hyperglykdmischen Gruppe diskret héher ausgepragt als in der normoglykdmischen
Gruppe. Einen signifikanten Unterschied findet man hier jedoch nicht:

d 3 normoglykam - normoglykam: 1+0

d 3 hyperglykdm - hyperglykdm: 1£0, p > 0.9999

d 6 normoglykéam - normoglykam: 1,155+0,091
d 6 hyperglykdm - hyperglykam: 1,529+0,294, p = 0.5851

d 9 normoglykam - normoglykam: 1,087+0,199
d 9 hyperglykdm - hyperglykdm: 1,223+0,227, p = 0.9799

d 12 normoglykam - normoglykam: 1,296+0,254
d 12 hyperglykam - hyperglykam: 1,205+0,239, p = 0.9962
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Abb. 26: Vergleich der Hyluronsduresynthase 3-Expression innerhalb der
Kontrollgruppen. Analyse im Zeitverlauf Gber 12 Tage (dargestellt auf der x-Achse) mit PCR
an d 3, 6, 9 und 12. Rot ist die HAS3-Expression in der auf hyperglykdmischem Medium
gebliebenen Kontrollgruppe. Blau stellt die HAS3-Expression der durchgehend auf
normoglykdmischem Medium kultivierten Zellen dar. Signifikante Unterschiede in der
Auspragung des HAS3-Gens lassen sich nicht finden. normoglykdm = Medium mit niedrigem
Glukosegehalt, hyperglykam = Medium mit hohem Glukosegehalt,
HAS3 = Hyaluronsauresynthase 3
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3.4.2 Der HA-Gehalt der ovinen VICs an d 12

Da die Genexpression auch durch posttranskriptionelle Prozesse beeinflusst wird,
erfolgte an d 12 eine Analyse auf Proteinebene. Hierzu wurden die verschiedenen
Kulturansatze mittels HA-ELISA untersucht. Aufgrund begrenzter Ressourcen bei der
Verfigbarkeit der HA-ELISA-Kits gingen in die Auswertung jeweils nur flinf
Zellkulturansatze ein. Die Normierung des HA-Gehalts erfolgte auf den
Gesamtproteingehalt des jeweiligen Zellkulturansatzes.

Abb. 27 stellt als Boxplot-Diagramm den HA-Gehalt der ovinen VICs an d 12 bei
durchgehender Kultivierung auf normoglykédmischem oder hyperglykamischem Medium

dar.

HA-Menge bei konstantem
Glukosegehalt
6-

*%

Hg HA/mg Protein

Abb. 27: Hyaluronsauregehalt in ovinen VICs an Tag 12 nach Kultivierung auf
normoglykdmischem und hyperglykdmischem Medium. Die HA-Menge ist in
hyperglykdmischen Ansatzen signifikant hoher als in normoglykdmischen Ansatzen
(p =0.0079). ** = p < 0.01, yg = Mikrogramm, mg = Milligramm, normoglykdmisch
Kontrollgruppe kultiviert auf Medium mit niedrigem Glukosegehalt, hyperglykamisch
Kontrollgruppe kultviert auf Medium mit hohem Glukosegehalt, HA = Hyaluronsaure
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In der hyperglykamischen Kontrollgruppe lasst sich ein signifikant héherer HA-Gehalt
nachweisen als in der normoglykamischen Kontrollgruppe (normoglykam: 1,20+0,27 pg

HA/mg Protein, hyperglykdm: 4,45+0,60 ug HA/mg Protein, p = 0.0079).

In Abb. 28 ist der HA-Gehalt der Zellen mit primarer Kultivierung auf einem
normoglykamischen Medium dargestellt sowie der HA-Gehalt der Zellen, die nach 24 h

auf ein hyperglykdmisches Medium umgestellt wurden.
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Abb. 28: Hyaluronsauregehalt in ovinen VICs an Tag 12 nach Kultivierung auf
normoglykamischem Medium und nach Umstellung auf hyperglykdamisches Medium nach
24 Stunden. Eine signifikante Mehrexpression unter hyperglykdmischen Bedingungen findet
sich nicht, jedoch ein Trend dorthin (p = 0.0952). ug = Mikrogramm, mg = Milligramm,
normoglykamische Kontrolle = Kontrollgruppe auf Medium mit niedrigem Glukosegehalt
kultiviert, hyperglykdmisches Medium = Zellen nach 24 h auf hyperglykdmischem Medium
kultiviert, HA = Hyaluronsaure, ns = nicht signifikant

Eine Signifikanz zwischen den HA-Mengen besteht nicht (p = 0.0952), ein Trend
zugunsten einer Mehrexpression in der auf hyperglykamisches Medium umgestellten
Kultur wird jedoch erkennbar (hyperglykdmisches Medium: 2,806+0,779 ug HA/mg
Protein, normoglykamische Kontrolle: 1,202+0,2732 ug HA/mg Protein).
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Die primare Zellkultivierung auf einem hyperglykdmischen Medium fihrt bei
FortfUhrung der Gabe dieses Mediums bis d 12 zu signifikant hdheren HA-Mengen als
sich diese in Gruppen mit dem Wechsel auf normoglykdmisches Medium nach 24 h
beobachten lassen (s. Abb. 29) (hyperglykdmische Kontrolle: 4,45+0,60 ug HA/mg
Protein, normoglykdmisches Medium: 1,63+0,47 ug HA/mg Protein, p = 0.0159).

HA-Menge nach Umstellung von hyperglykdamischem
auf normoglykdamisches Medium
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Abb. 29: Hyaluronsauregehalt in ovinen VICs an Tag 12 nach Kultivierung auf
hyperglykdmischem Medium und nach Umstellung auf normoglykdmisches Medium nach
24 Stunden. Es findet sich eine signifikant hdhere Bildung von Hyaluronsaure unter
hyperglykdmischen Bedingungen (p = 0.0159). ug = Mikrogramm, mg = Milligramm,
hyperglykédmische Kontrolle = Kontrollgruppe auf hyperglykédmischem Medium kultiviert,
normoglykamisches Medium = Zellen auf normoglykamisches Medium umgestellt,

HA = Hyaluronsaure, * = p < 0.05 (statistisch signifikant)

3.5 Inhibition der HA durch das HA-hemmende Peptid Pep1 in
einem in vitro-Modell an ovinen VICs

Aus den an d 10 geernteten ovinen VICs wurde aus jeder der 6 Gruppen sowohl die

Kalziumkonzentration als auch die Gesamtproteinmenge bestimmt. Die Menge an

Kalzium wurde auf die Menge an Gesamtprotein bezogen und die Ergebnisse so in ug

Kalzium/mg Protein angegeben. In Abb. 30 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt.
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Abb. 30: Kalziumkonzentrationen des in vitro Pep1-/Kontrollpeptid-Versuchs. Unter
kalzifizierendem Medium bilden mit Pep1 behandelte ovine VICs signifikant mehr Kalzium als
ohne Kalzifizierungsreiz (p = 0,0075). Ca** = Kalzium, mg = Milligramm, KP = Kontrollpeptid,
Pep1 = Hyaluronsaure-inhibierendes Peptid, B-GP = beta-Glycerophosphat-Medium,
TGF = transforming growth factor beta-Medium, ** = p < 0.01 (signifikant)

Der auf die Gesamtmenge Protein standardisierte Kalziumgehalt weist bei alleiniger
Kultivierung der Zellen auf dem Grundmedium und Zusatz von KP oder Pep1 keine
signifikanten Unterschiede auf (Grundmedium mit KP: 0,1013+0,03898, Grundmedium
mit Pep 1: 0,9067+0,03932 ug Ca?*/mg Protein, p > 0.9999).

Auch bei Anzucht der Zellen auf einem B-GP-Medium lassen sich zwischen dem KP-
und dem Pep1-Ansatz keine signifikanten Differenzen erkennen (B-GP-Medium mit KP:
0,1368+0,03087 ug Ca?/mg Protein, B-GP-Medium mit Pep 1: 0,2638+0,0688 ug
Ca?/mg Protein, p > 0.9999). Gleiches gilt ebenso fiir die Kultivierung auf TGF-B-
Medium. Letzteres Medium fihrt sowohl in der KP- als auch in der Pep1-Population zu
einer gesteigerten Kalziumkonzentration. Diese weist zwischen den beiden Ansatzen
keinen signifikanten Unterschied auf (TGF-B-Medium mit Pep1: 4,281+1,931 pg
Ca?/mg Protein, TGF-B-Medium mit KP: 2,252+0,9841 ug Ca?/mg Protein,
p > 0.9999). Fur die mit Pep1 behandelten Zellen ergibt sich jedoch im Vergleich zu
der auf Grundmedium Kkultivierten Population ein signifikant hoherer Kalziumgehalt
(TGF-B-Medium mit Pep1: 4,281+1,931 ug Ca?/mg Protein, Grundmedium mit Pep1:
0,9067+0,03932 ug Ca?*/mg Protein, p = 0.0075).

78



4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klarung der Fragestellung, ob sich
Unterschiede in der Genexpression verschiedener Bestandteile der ECM humaner
Aortenklappentaschen zwischen frihen (fibrotischen) und spaten (kalzifizierten)
Stadien der Degeneration finden. Zudem sollte untersucht werden, ob sich die
Genexpression der ECM-Bestandteile zwischen Diabetikern und Nicht-Diabetikern
unterscheidet.

Hierzu wurde die mRNA-Expression der SLRPs BGN, DCN und LUM, des PGs VER,
der chonroosteogenen Marker SPP1 und ALPL sowie der HAS1-3 analysiert. Auf
Proteinebene wurde der Gehalt an HA quantifiziert.

Zur Klarung der zusatzlichen Fragestellung, ob sich die in die PCR- und HA-ELISA-
Analysen herangezogenen Patientenkollektive von Diabetikern und Nicht-Diabetikern
unterscheiden, wurden bei entsprechenden Patienten Vorerkrankungen, Risikofaktoren
und weitere individuelle Parameter verglichen.

Weiterhin sollte in einem in vitro-Modell Uberprift werden, ob hyperglykamische
Bedingungen, wie sie bei einem DM anzunehmen sind, zu einer veranderten
Expression von BGN und HAS1-3 flihren und ob sich der tatsachliche HA-Gehalt auf
Proteinebene von der HAS-Expression unterscheidet. Auch die Auswirkungen einer

HA-Inhibition auf die Kalzifizierung oviner VICs sollten in vitro demonstriert werden.

Patientendaten

Aufgrund der begrenzten Verflgbarkeit des analysierbaren Materials (resezierte
Aortenklappentaschen) variieren die Gruppengroen der PCR- und HA-ELISA-
Kohorte. Fur ndhere Angaben hierzu darf auf den Teil Material und Methoden dieser
Arbeit in Kapitel 2 verwiesen werden.

Statistische Auffalligkeiten in der PCR-Kohorte sind in der kleineren HA-ELISA-Kohorte
geringer ausgepragt oder verfehlen das Signifikanzniveau.

Insgesamt fallt auf, dass das Patientenalter im Falle einer Aortenklappenkalzifikation
héher liegt als im Falle einer Klappenfibrose. Dies stitzt das Modell eines im
Alterungsprozess voranschreitenden Degenerationsprozesses bei betroffenen
Patienten, dessen Folge-/Endstadium die Aortenklappenkalzifikation darstellt. Im
untersuchten  Kollektiv lag das  Durchschnittsalter der Patienten  mit
Klappenkalzifizierung > 70 Jahre, was sich mit Daten aus der Literatur deckt [17].
T2DM-Patienten  sowohl  mit  fibrotischen als auch mit kalzifizierten
Aortenklappentaschen weisen einen hdheren BMI auf als Nicht-T2DM-Patienten. In der
grolReren PCR-Kohorte liegt der durchschnittliche BMI bei T2DM-Patienten mit
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kalzifizierten Klappentaschen mit 31,5 kg/m? im Bereich einer Adipositas I°, bei T2DM-
Patienten mit fibrotischen Klappentaschen liegt der BMI in dieser Kohorte mit 29,5
kg/m? im Ubergangsbereich Praadipositas zu Adipositas 1°. Nicht-T2DM-Patienten in
allen Degenerationsformen weisen in Bezug auf den durchschnittlichen BMI eine
Praadipositas auf. Die Beobachtung, dass T2DM-Patienten eine hdhere Pravalenz flr
Adipositas haben, stimmt mit klinischen Erfahrungen uberein und spiegelt sich auch in
einer hdheren Typ 2-Diabetes-Pravalenz bei Adipositas wieder [149].

Im untersuchten PCR-Studienkollektiv unterziehen sich T2DM-Patienten mit
kalzifizierten Aortenklappentaschen in signifikant jlingerem Lebensalter einem
chirurgischen Eingriff als Nicht-T2DM-Patienten. Dies legt nahe, dass ein T2DM als
Grunderkrankung degenerationsfordernd wirken konnte. Darlber hinaus ist denkbar,
dass auch mit einem DM assoziiert auftretende Erkrankungen Progressionsfaktoren
der Aortenklappendegeneration sein kénnten. In dieser Studie wiesen T2DM-Patienten
in definierten Kohorten signifikant haufiger extrakardiale GefaRerkrankungen (PCR-
Kohorte mit Klappentaschenfibrose), eine Dyslipoproteindmie (PCR-Kohorte mit
Klappentaschenfibrose) und hohere Plasma-Triglyzerid-Werte auf. Ebenso werden
Statine signifikant haufiger von T2DM-Patienten in der PCR-Kohorte in allen
Degenerationsformen eingenommen.

Da bei der Auswahl der Klappentaschen bewusst stark verkalkte Proben ausgewahlt
wurden, war es zu erwarten, dass das flihrende Vitium unabhangig vom Vorliegen
eines T2DM bei allen Patienten in der PCR- und HA-Kohorte die Stenose darstellte.

BGN

In dieser Studie zeigte sich die BGN-Expression in friihen Degenerationsstadien
humaner Aortenklappen signifikant hochreguliert [148]. Gleiches fanden Derbali et al.
in einer Untersuchung an 87 Patienten mit degenerierten Aortenklappen heraus, die
sich aufgrund einer hieraus resultierenden Aortenklappenstenose einem Klappenersatz
unterzogen [55].

Von der Pathophysiologie der zur Aortenklappendegeneration ahnlichen
Atherosklerose ist bekannt, dass BGN mit seiner negativ geladenen GAG-Kette eine
hohe Affinitat zur Bindung der positiv geladenen Aminosaureketten von LDL besitzt
[150, 151] und als ein Mediator der Lipidretention fungiert [51]. Derbali et al. fanden
heraus, dass BGN in Kkalzifizierten Aortenklappen gehauft sowohl mit dem
Phospholipidtransferprotein (PLTP), als auch mit oxLDL zusammen in der Fibrosa
vorlag. Auch zeigte sich in der Studie eine positive Korrelation von PLTP- und BGN-
Expression [55].

Die BGN-Wirkung scheint, sowohl in vitro als auch in vivo, mafRgeblich Uber die TLR-2

und 4 vermittelt zu werden [35, 55]. TLR fanden sich in stenosierten Aortenklappen
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sowie in valvularen Interstitialzellen und werden unter anderem von Immunzellen wie
z.B. Makrophagen exprimiert [35, 65, 152].

Song et al. konnten in humanen Aortenklappenzellen nachweisen, dass BGN uber TLR
zu einer Hochregulation von BMP-2 und TGFB-1 fuhrt, Gber die eine pro-osteogene
Umwandlung der Zellen initiiert wird. In der Vermittlung der pro-osteogenen Wirkung
spielen Smad-Signalwege eine zentrale Rolle [153].

Die gleiche pro-osteogene Wirkung von BGN Uber Smad-Signaltransduktionskaskaden
wurde bereits in der extrazellularen Knochenmatrix nachgewiesen. Dort fordert es die
Differenzierung von Osteoblasten und wirkt pro-mineralisierend [154, 155]. Hingegen
wiesen BGN-knockout-Mause weniger Knochenmasse auf und zeigten einen
Osteoporose-ahnlichen Phanotypen [156, 157].

Auch die Kalzifizierung der humanen Aortenklappe ist mit einem Osteoblasten-
modulierten Prozess ahnlich der Knochenbildung assoziiert [158].

Ubertragen auf die Hochregulation von BGN gerade in frihen Stadien der
Aortenklappendegeneration kénnte dies auf eine aktive, pro-degenerative Rolle von
BGN im Kalzifizierungsprozess hindeuten.

Die Tatsache, dass BGN in vifro proliferierende Eigenschaften bezogen auf
verschiedene Zelltypen besitzt [49] und insbesondere frilhe Degenerationsstadien
durch eine Zunahme der Taschendicke infolge einer hohen ECM-Synthese und
Proliferation der valvularen Interstitialzellen gekennzeichnet sind [151], ist mit der

Hochregulation der BGN-Expression in fibrotischen Stadien vereinbar.

In dieser Studie fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der BGN-Expression
der Klappentaschen von T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten. Dies lasst mutmalien,
dass ein T2DM keinen Einfluss auf die BGN-Expression hat. Die bisherige Studienlage
zum Einfluss hoher Glukoselevel auf die Expression von PGs weist heterogene
Resultate auf. Diverse nicht-valvulare Zelltypen zeigten in vitro unter hohen
Glukosekonzentrationen im Kulturmedium ebenfalls keine veranderte PG-Expression
[159]. In kultivierten humanen Umbilicalvenen-Endothelzellen konnten Gharagozlian et
al. eine verminderte PG-Sekretion bei hohem Glukosegehalt dokumentieren [160],
hingegen fanden sich in den Plazenten von Frauen mit einem Gestationsdiabetes und
in kultivierten Trophoblastenzellen ein erhdhter Gehalt von BGN und DCN unter
hyperglykamischen Bedingungen [161].

In den von uns zusatzlich durchgefihrten Zellkulturexperimenten an ovinen VICs fand
sich ebenso kein Einfluss der Glukosekonzentration im Kulturmedium auf die BGN-
Expression. Die geringe GruppengroRe in diesem Experiment (n=7), zu
berticksichtigende Speziesunterschiede und der Wegfall weiterer DM-assoziierter

metabolischer Faktoren sind bei hypothetischen Ubertragungen auf pathogenetische
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Konzepte bei Patienten mit degenerativen Aortenklappenerkrankungen jedoch kritisch

zu berucksichtigen.

DCN

Auch DCN fand sich in fibrotischen Aortenklappentaschen von Nicht-T2DM-Patienten
statistisch signifikant héher exprimiert als in kalzifizierten Aortenklappentaschen von
Nicht-T2DM-Patienten [148]. Keine Signifikanzen lieken sich hingegen in der DCN-
Expression zwischen fibrotischen und kalzifizierten Aortenklappen von T2DM-Patienten
nachweisen. Vorangegangene Studien beschrieben eine vermehrte Anwesenheit von
DCN in kalzifizierenden Aortenklappen bzw. in der Umgebung von Kalzifikationsherden
[65, 66].

Unklar hierbei ist, welche Rolle DCN flir den Kalzifizierungsprozess spielt. Adam et al.
konnten in vitro an nicht-valvularem Gewebe nachweisen, dass es in Anwesenheit von
DCN zu einem fibrotischen Gewebeumbau kommt [63] und Fischer et al.
demonstrierten an aortalen Muskelzellen eine Induktion der Degeneration durch DCN
[64]. DCN-knockout-Mause wiesen eine fragile Kutis mit einer relevant verminderten
Zugfestigkeit auf. Stukturanalysen von Haut und Sehnen dieser Mause lieRen eine
abnorme Kollagenfibrillenmorphologie erkennen [162]. Diese Ergebnisse weisen auf
eine wichtige Rolle von DCN fir die Bindegewebsarchitektur und -regulation hin und
kénnten somit gut mit dem Ergebnis unserer Untersuchung in Deckung gebracht
werden.

Andererseits  scheint  TGFB-1, ein  Schlisselfaktor und  Trigger im
Degenerationsprozess [90], zwar die Bildung der PG BGN und VER zu férdern, die
DCN-Expression jedoch zu inhibieren [89, 163]. Hoshi et al. untersuchten die primare
Kalzifizierung der Knochenmatrix an Ratten und sahen DCN in nicht kalzifizierten
Bereichen gehauft in rdumlicher Nahe zu Kollagenfibrillen. In verkalkten Bereichen war
das PG jedoch stark vermindert, sodass die Autoren der Studie DCN gar als
inhibierenden Faktor fur die Kalzifizierung werteten [62]. Das wiederum wirft die Frage
auf, ob DCN tatsachlich direkt pro-kalzifizierend wirkt, lediglich Promotor einer
Fibrosierung ist, die Uber weitere Prozesse in einer Kalzifizierung mundet oder aus
anderen, nicht bekannten Grinden in Degenerationsprozessen vermehrt exprimiert
wird.

Interessanterweise fuhrt in vitro die Abwesenheit von DCN zu einer vermehrten BGN-
Expression, was eine héhere Dichte kollagenen Gewebes bedingt. Diese Beobachtung
fuhrt zu der Hypothese, dass die Bildung von DCN und BGN voneinander abhangig
sind [163].

In der hier durchgefuhrten Studie sind sowohl BGN als auch DCN signifikant in frihen

Degenerationsstadien hochreguliert [148]. Es stellt sich somit unter Berlcksichtigung
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der vorangehend benannten Hypothese die Frage, ob die BGN-Expression ohne
gleichzeitige Hochregulation von DCN noch hoher lage.

Unterschiede in der DCN-Expression zwischen T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten
finden sich in unserer Untersuchung nicht, woraus abgeleitet werden kann, dass eine
hyperglykamische Stoffwechsellage in der humanen extrazellularen

Aortenklappenmatrix keinen Stimulus fiir die DCN-Expression darstellt.

LUM

LUM, auch ein Mitglied der SLRP-Familie und unter anderem verantwortlich fir die
Formation der Kollagenfibrillen [71, 164], zeigte in unserer Genexpressionsanalyse
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten [148]. Vielmehr wurde LUM in
allen vier Vergleichsgruppen in ahnlicher Hohe exprimiert. Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu einer Studie von Martin-Rojas und Kollegen, die mittels
Proteomanalyse in kalzifizierten  Aortenklappentaschen einen gesteigerten
Mengennachweis von LUM erbringen konnten [65]. Kritisch zu bertcksichtigen ist
jedoch die geringe Gruppengrdfde (n=18) in dieser Untersuchung. Auch bei der
pathogenetisch mit der Aortenklappenkalzifizierung ahnlich erachteten Atherosklerose
konnte LUM vermehrt in atherosklerotischen Lasionen der Koronararterien durch Onda
et al. nachgewiesen werden [79]. Die Beobachtung einer vermehrten Expression von
LUM in atherosklerotischen Lasionen wirft die Frage auf, ob weitere, z.B. Ischamie-
getriggerte Faktoren ursachlich flir das Resultat der Studie von Onda et al. sein
koénnten.

Baba und Kollegen demonstrieten anhand der fibrotischen Umbauprozesse
ischamischer und reperfundierter Rattenherzen eine hochregulierte LUM-Expression
[165], sodass die Hypoxamie als moglicher Stimulus hierflr diskutiert werden kann.
Diese spielt jedoch keine Rolle in der Pathogenese der Aortenklappendegeneration,
sodass damit auch keine Wirkung auf LUM in der ECM Kkalzifizierender
Aortenklappentaschen zu erwarten ist.

Suzuki et al. analysierten in einer kleinen Studie an 6 degenerierten Aortenklappen
verschiedene Klappenareale. Zum einen wurden die Proteine aus kalzifizierten
Klappenbereichen extrahiert, zum anderen die Proteine aus makroskopisch nicht
verdickten und nicht kalzifizierten Arealen. Die Gesamtmenge an LUM variierte
zwischen den Arealen nicht signifikant, es fiel jedoch eine verminderte Glykosylierung
von LUM in kalzifizierten Klappenbereichen auf [80]. Interessant ware es in weiteren
Studien zu untersuchen, ob die Glykosylierung von LUM in den verschiedenen Stadien
der  Aortenklappendegeneration  differiert und ob die Variation des

Glykosylierungsstatus Epiphanomen oder Trigger im Kalzifizierungsprozess ist.
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VER

Ebenso wie die zur Familie der SLRPs gehérenden BGN und DCN zeigte auch das PG
VER in der vorliegenden Arbeit eine signifikant hohere Expression in fibrotischen
Aortenklappentaschen im Vergleich zu kalzifizierten Klappentaschen.

Stephens und Kollegen wiesen in einer vorangegangenen Untersuchung bereits nach,
dass VER im Prozess der Aortenklappenkalzifizierung vermehrt in der Peripherie
entstehender Kalkknétchen zu finden ist. Im Zentrum der Knoten fanden sie jedoch
deutlich weniger VER [66]. Dies konnte ein Hinweis auf eine aktive Rolle im
Kalzifizierungsgeschehen sein und erklaren, warum VER gerade in friihen Stadien der
Degeneration vermehrt exprimiert wird. Gleichzeitig ist anzunehmen, dass im
Spatstadium mit nahezu vollstandiger Klappenkalzifizierung die raumlichen Abstande
zwischen den Kalkknétchen abnehmen und kalkfreie Zonen flachenmaRig rucklaufig
sind. Diese Annahme wurde unsere Beobachtung einer geringeren VER-Expression in
kalzifizierten Klappen stitzen.

Worlber die vermeintlich pro-kalzifizierende VER-Wirkung in humanen Aortenklappen
vermittelt wird, ist bislang nicht hinreichend geklart. Den TLR kdénnte hierbei eine
tragende Rolle zukommen. Kim et al. beschrieben die Bindung von VER an TLR [83].
Ferner konnten TLR in kalzifizierten Aortenklappen und in VICs gefunden werden [35,
65, 152].

In vitro wurde bereits gezeigt, dass TGF-31, ein Triggerfaktor der Kalzifizierung [90],
die VER-Expression in Fibroblasten hochreguliert [89]. Im Tiermodell fihrte die
Blockierung von TGF-B1 nach Gefalverletzung zu einer nahezu fehlenden VER-
Expression in dem geschadigten Bereich. Nicht behandelte Tiere mit erhaltener TGF-
B1-Wirkung exprimierten hingegen weiterhin reichlich VER [166]. Auch in vivo ware
denkbar, dass TGF-B1 die gesteigerte VER-Expression in humanen Aortenklappen
induziert und VER eine pro-degenerative Rolle einnimmt.

Neben TLR ist auch CD44 ein Rezeptor fur VER [84, 85], der wiederum ein Mediator in
inflammatorischen Prozessen ist [167]. Weitere Studien zur abschlieRenden Klarung
sind zweifelsohne notwendig, um den exakten Mechanismus zu entschlusseln.

Auch mit den im Rahmen der Atherosklerose stattfindenden Vorgange wird LUM in
Verbindung gebracht. So kommt es durch erkrankungsbedingte GefalRwandlasionen zu
einer Hochregulation der Genexpression von VER [85]. Ferner konnte bei der
Atherosklerose gezeigt werden, dass das PG, ebenso wie in Lasionen der
Aortenklappe, an der Grenze der nekrotischen Zentren atherosklerotischer Bereiche
lokalisiert ist [85].

Fir den T2DM zeigte sich in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss auf die VER-
Expression. Weiterfiihrende Studien zu dieser Thematik finden sich in der

wissenschaftlichen Literatur bislang nicht.

84



Chondroosteogene Marker: ALPL und SPP1

In dieser Studie fanden sich zwischen den untersuchten Gruppen keine signifikanten
Expressionsunterschiede der ALPL. Dieses Ergebnis war unter Berlcksichtigung der
bislang vorliegenden Studienlage nicht sicher zu erwarten, da anderweitige
Untersuchungen der ALP eine relevante Rolle im Kalzifizierungsprozess zusprechen.
Mathieu et al. untersuchten die Degeneration humaner VICs und demonstrierten in
vitro eine Abhangigkeit der Degeneration von der ALP [117]. Ebenso wiesen Schoen et
al. im Degenerationsprozess bioprotethischer Herzklappen eine erhdhte ALP-Aktivitat
nach [118] und stellten Gemeinsamkeiten zwischen kalzifizierenden Erkrankungen wie
der Aortenklappenkalzifizierung und der Knochenmineralisierung her, in der die ALP
eine pro-osteogene Rolle spielt [168]. Auch bei der Koronararterienkalzifizierung findet
sich eine Assoziation mit hohen Spiegeln der ALP [169]. Beertsen und Kollegen
konnten in einem Tiermodell eine  ALP-vermittelte  Steigerung  der
Phosphationenkonzentration und somit eine pro-kalzifizierende Wirkung nachweisen
[170].

Unter Berlcksichtigung dieser Studien ware somit auch in der vorliegenden Arbeit eine
Hochregulierung des ALPL-Gens zu erwarten gewesen. Die vermeintlich diskrepanten
Resultate unserer Studie kdnnten jedoch durch eine friihere Arbeit von Henrichsen et
al. erklart werden. Er beschreibt in seiner Untersuchung von Gewebekulturen vier
Phasen im Kalzifizierungsprozess mit unterschiedlichen ALP-Aktivitaten. Das erste
Stadium ist gekennzeichnet durch noch vitale Zellen, die Anzeichen der Degeneration
zeigten. Gewebekalzifikationen sind an dieser Stelle noch nicht sichtbar. In diesem
Stadium kann ALP nachgewiesen werden. Auch im zweiten beschriebenen Stadium
mit beginnenden intrazellularen Kalzifikationen kann der Nachweis von ALP erbracht
werden. Dieses Stadium scheint zeitlich betrachtet jedoch nur kurzfristig vorzuliegen.
Die sich anschlielsende dritte Phase ist gekennzeichnet durch den fehlenden Nachweis
von ALP. Phase vier lasst neben intrazellularen Kalzifikationen auch Kalkablagerungen
im Interzellularraum erkennen. ALP kann in diesem Stadium ebenfalls nicht
nachgewiesen werden [171].

Es lieRe sich somit diskutieren, dass die ALP mdglicherweise nur bei der Initiierung des
Kalzifizierungsprozesses beteiligt ist. Die vorliegende Arbeit untersuchte jedoch bereits
fibrosierte und kalzifizierte Aortenklappen, zeitlich betrachtet somit Stadien eines
bereits begonnenen bzw. weit fortgeschrittenen Degenerationsprozesses. Angesichts
der Tatsache, dass die ALP eventuell nur kurzzeitig und/oder in sehr frihen
Degenerationsstadien in den Kalzifizierungsprozess involviert ist, ware es denkbar,
dass diese Phase im von uns untersuchten Material nicht mehr vorlag.

Zu berticksichtigen sind ferner die Uberlegungen von Nijweide und Kollegen, die in

vitro die Effekte von ALP-Inhibitoren auf die Enzymaktivitdt und die Kalzifizierung
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untersuchten. Die Ergebnisse der Studie geben zwar Hinweise dafir, dass die ALP
eine wichtige Rolle im Kalzifizierungsprozess spielt, sie jedoch vermutlich keinen
kritischen Faktor hierfir darstellt [172].

Mehrere Studien beschaftigten sich auch mit dem Einfluss erhdhter Blutglukosewerte
und eines T2DM auf die ALPL-Expression. So wiesen beispielsweise Chua und Shrago
3- bis 5-fach erhdhte ALP-Serumspiegel nach der Futterung diabetischer Ratten nach
[135]. Auch beim Menschen fanden Tibi und Kollegen signifikant gesteigerte Aktivitaten
der intestinalen und hepatischen ALP-Aktivitat bei T2DM-Patienen im Vergleich zu
Nicht-T2DM-Patienten [136]. Einen Brickenschlag zur potentiellen Rolle der ALP fur
degenerative Prozesse bei T2DM-Patienten liefern Kocabay et al., die aufgrund ihrer
Beobachtungen bei T2DM-Patienten mit bestehender  Nicht-alkoholischer
Steatohepatitis (NASH) diskutieren, dass die ALP einen Risikofaktor fir die hepatische
Fibrosierung darstellen kdnnte [137]. Da sich in unserer Studie keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Kollektiv der T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten zeigten,
ist es fraglich, ob eine entsprechende Hypothese auch auf andere Gewebe und
Organe Ubertragen werden kann.

Unsere Resultate und die bisherige Studienlage lassen somit eine abschlieRende
Beurteilung der Bedeutung der ALP im Kalzifizierungsprozess humaner Aortenklappen

nicht zu. Weitere Studien zur Klarung des Sachverhalts sind zu fordern.

Im Gegensatz zur ALPL-Expression stellt sich in dieser Studie die SPP1-Expression
sowohl in kalzifizierten Aortenklappen von T2DM- als auch von Nicht-T2DM-Patienten
signifikant hochreguliert dar [148]. Neben der bereits bekannten Bedeutung des SPP1-
Expressionsprodukts OPN flir den Kalzifizierungsprozess in Knochen belegen diverse
Studien auch eine tragende Rolle des OPN in der Pathogenese degenerativer
Herzklappenerkrankungen und stlitzen somit unsere Resultate. Hohe Plasma-OPN-
Spiegel konnten nicht nur mit dem Vorliegen einer kalzifizierten Aortenklappe in
Verbindung gebracht werden, sondern weisen auch bei asymptomatischen Patienten
auf eine Aortenklappenstenose hin [105, 110-112]. Canver und Kollegen wiesen bei
Patienten mit einer Mitralklappenstenose eine starke Assoziation zwischen OPN-
Aktivitdt und Kalkablagerungen in Mitralklappen nach [173]. Auch in verkalkenden
bioprothetischen Herzklappen wurde OPN in pathologisch veranderten Bereichen
nachgewiesen [113]. Ebenso wird dem Protein eine wichtige Rolle in der
Atherosklerose zugesprochen [174-176], deren Pathogenese als ahnlich zur
Klappendegeneration erachtet wird.

Uber welche exakten Mechanismen OPN Einfluss auf die Aortenklappenkalzifizierung
nimmt, ist jedoch noch nicht hinreichend geklart. In der Literatur werden fur OPN

regulierende, pro-inflammatorische und pro-kalzifizierende Mechanismen diskutiert
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[177]. OPN stellt einen Liganden fur den Rezeptor CD44 dar, der pro-inflammatorische
Prozesse wie beispielsweise eine  Makrophagenfusion  vermittelt [178].
Inflammatorische = Prozesse  wiederum stehen im  Verdacht, aktiv zur
Aortenklappendegeneration beizutragen [31-34]. Interessanterweise kénnen jedoch
auch OPN-vermittelt anti-inflammatorische Prozesse begunstigt werden. Ge et al.
identifizierten bei Hypertonikern mit Gefal3verkalkungen durch OPN eine Férderung der
Differenzierung von Makrophagen in einen anti-inflammatorischen Phanotyp mit
verminderter Expression von Entzindungsfaktoren und konsekutiv reduzierter
Osteoklastenformierung [179].

Weiterhin zeigten Passmore et al. eine Verbindung zwischen OPN und der High-
mobility group box 1 (HMGB1) [111]. HMGB1 ist ein im Zellkern fast aller Zellen
vorkommendes Protein, das zum einen passiv von nekrotischen Zellen freigesetzt,
aber auch aktiv von Entziindungszellen wie Makrophagen sezerniert wird und dann als
proinflammatorisches Zytokin seine Wirkung vermittelt [111]. HMGB1 ist in der Lage,
an TLR-2 und 4 zu binden, die bekanntermalRen mit der Aortenklappendegeneration
assoziiert sind [35, 152]. Auch beeinflusst es in vitro die Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen in Osteoblasten [180] und konnte in erhéhter Menge in
atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen werden [181, 182]. Es wird vermutet, dass
OPN die HMGB1-Sekretion aktiv regulieren und foérdern kann und somit
degenerationsférdernd wirkt [111].

Andere Studien lassen fir OPN gar vermeintlich anti-kalzifizierende Wirkungen
erkennen. So konnten Boskey et al. OPN als effektiven Inhibitor des Wachstums der
Hauptknochensubstanz Hydroxyapatit identifizieren [183]. Weiterhin lieferten Shapses
und Kollegen im Mausmodell Hinweise dafir, dass OPN an der
Osteoklastenrekrutierung und Knochenresorption beteiligt ist [184]. Steitz et al.
demonstrierten die Rolle von OPN als naturlicher Inhibitor einer ektopen Kalzifizierung
[115].

Die Begrindung fur diese hochkomplexen und teils scheinbar kontrar
zueinanderstehenden Funktionen des OPN scheint in der posttranslationalen
Modifikation begrindet. Insbesondere Phosphorylierungen kommt hierbei eine
entscheidende Bedeutung fur die multiplen biologischen Funktionen des Signalproteins
zu [185]. Mittels der in unserer Arbeit angewendeten Genexpressionsanalyse werden
posttranslationale Modifikationen nicht erfasst. Es kann somit nicht einwandfrei geklart
werden, welche funktionelle Bedeutung die von uns gefundene signifikant gesteigerte
SPP1-Expression in Kkalzifizierten Aortenklappentaschen hat. In Kenntnis der
Studienlage zu OPN ist neben einer aktiven Forderung der Kalzifizierung auch eine
regulierende Funktion und/oder gar eine Rolle im Abbau bereits angefallener

Kalkfragmente in den Aortenklappentaschen zu diskutieren.
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Keinen relevanten Einfluss auf die SPP1-Expression scheint in humanen
Aortenklappen ein T2DM zu haben. Sowohl bei fibrotischen als auch bei kalzifizierten
Klappentaschen fanden sich in unseren Analysen keine signifikanten Unterschiede der
Expressionslevel zwischen T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten. Studien an anderen
Geweben konnten hingegen eine Assoziation zwischen Vorliegen eines DM bzw. einer
Hyperglykamie und einer gesteigerten OPN-Expression nachweisen [138, 139, 186].

Zahlreiche weitere Untersuchungen sind sicherlich notwendig, um die komplexen

Aufgaben und die Regulation dieses mannigfaltigen Proteins weiter zu entschlisseln.

Die HAS1-3-Expression und der quantitative HA-Gehalt in humanen
Aortenklappen sowie die Regulation der HAS1-3 und HA in vitro

In der Untersuchung der Genexpression der HAS1-3 zeigte die HAS1 eine nahezu
konstante Auspragung in allen 4 Gruppen und wies somit weder relevante
Expressionsunterschiede zwischen frihen und spaten Degenerationsstadien noch
zwischen T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten auf.

Auf Proteinebene liel3 sich hingegen mittels HA-ELISA ein signifikant hoherer HA-
Gehalt in fibrotischen Aortenklappentaschen im Vergleich zu Kkalzifizierten
Klappentaschen nachweisen. Dieses Ergebnis zeigte sich sowohl in der Kohorte der
T2DM- als auch Nicht-T2DM-Patienten. Hieraus ist zu folgern, dass der HA-Anteil, der
durch die HAS1 synthetisiert wird, gering sein muss. Hierzu passend wird in der
Literatur HAS2 als das fiihrende Enzym bei der HA-Synthese erachtet, deren Funktion
scheinbar nicht durch HAS1 und HAS3 kompensiert werden kann. HAS2 besitzt unter
anderem eine zentrale Rolle in der Organogenese des Herzens und flihrt im
Mausexperiment bei Deletion des Gens zu schweren kardialen Malformationen und
schliefllich zum Tod [95]. Ferner konnte in vitro und in einem in vivo-Mausmodell
gezeigt werden, dass zwischen der dermalen fetalen sowie der verletzungsinduzierten
HA-Akkumulation und der HAS2- und HASS3-Expression, nicht aber der HAS1-
Expression ein kausaler Zusammenhang besteht [187].

In unserer Arbeit fand sich bei T2DM- und Nicht-T2DM-Patienten mit fibrotischen
Klappentaschen eine signifikant gesteigerte Genexpression der HAS2 im Vergleich zu
Patienten mit kalzifizierten Klappentaschen. Auch bei der HAS3 konnte fir die Kohorte
der Nicht-T2DM-Patienten mit fibrotischen Klappentaschen eine Signifikanz im
Expressionsniveau dokumentiert werden. Es ist somit anzunehmen, dass der hdhere
HA-Gehalt auf Proteinebene durch die Syntheseaktivitat der HAS2 und wohl auch der
HAS3 bedingt ist. Die Tatsache, dass sich ein signifikant hoherer HA-Gehalt im
fibrotischen Krankheitsstadium detektieren lasst, kdnnte anhand der Beobachtungen

von Stephens et al. erklart werden. In ihrer Studie untersuchten die Forscher
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kalzifizierende Aortenklappen und sahen HA in der Umgebung von Kalkknotchen
lokalisiert, was sie als aktive Beteiligung der HA im Umbauprozess werteten. Innerhalb
der Kalkknoten konnte jedoch keine oder nur wenig HA nachgewiesen werden [66].
Diese Beobachtungen lassen sich gut auf den von uns untersuchten
Krankheitsprozess mit einem frihen fibrotischen und spaten kalzifizierten
Erkrankungsstadium Ubertragen: Im Fruhstadium findet sich HA in signifikant héherer
Menge, da die beginnenden Kalzifizierungen noch nicht die gesamte Flache bzw. das
gesamte Gewebevolumen einnehmen. Im kalzifizierten Spatstadium wird ein Grofteil
des Volumens von Kalkknotchen eingenommen, in denen sich nach der Beobachtung
von Stephens keine oder nur wenig HA nachweisen Iasst.

Die Ergebnisse deuten zwar eine Beteiligung der HA an den Kalzifizierungsprozessen
hin, lassen aber keine Rlckschlisse auf die von ihr vermittelten Wirkungen und Effekte
zu. Zahlreiche Untersuchungen weisen flr die HA eine Abhangigkeit der biologischen
Funktion von der MolekulgroRe auf. HA mit hohem Molekulargewicht, hauptsachlich
von der HAS2 synthetisiert, wirkt anti-proliferativ, anti-angiogenetisch und
immunsuppresiv. Der von der HAS3 synthetisierten HA mit mittlerem und niedrigem
Molekulargewicht ~ wird  eine  pro-inflammatorische, = angiogenetische  und
immunstimulierende Wirkung zugeschrieben [100, 144]. Da sich in unserer Studie
sowohl eine vermehrte HAS2-, als auch HAS3-Expressionen in fibrotischen
Erkrankungsstadien zeigte, ist von der Synthese unterschiedlich groRer HA mit
potenziell zahlreichen unterschiedlichen biologischen Funktionen im
Degenerationsprozess auszugehen.

Effekte der HA werden zu einem grofien Teil Gber den Oberflachenrezeptor CD44
vermittelt [97-100]. Die Bindung von HA an CD44 hat eine Monozyten- und
Makrophagenrekrutierung zur Folge, von der angenommen wird, dass sie eine wichtige
inflammatorische Rolle bei der Induktion der Kalzifizierung spielt und wiederum weitere
Kaskaden aktiviert [98, 167].

In unserer Untersuchung wurde die durch den Rezeptor CD44 vermittelte HA-Wirkung
in vitro an ovinen VICs weiter untersucht. Dazu wurden das 12-mer Peptid Pep1
(GAHWQFNALTVR) als Inhibitor der CD44-vermittelten HA-Wirkung [188] sowie ein
KP ohne Funktion eingesetzt (12-mer SATPASAPYPLA). Jeweils eine Gruppe erhielt
Uber 10 d ein Basismedium versetzt mit Pep1 bzw. dem KP. Die anschlieliende
Ermittlung des Kalziumgehaltes in den Interstitialzellen zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. HA oder deren Abwesenheit scheint somit
zumindest bei von weiteren Kalzifizierungstriggern unbeeinflussten Zellen nicht den
primaren Induktor des Degenrationsprozesses darzustellen.

Eine weitere Vergleichsgruppe erhielt neben Pep1 bzw. dem KP ein mit R-GP

versetztes Medium. Dieser Protein-Phosphataseinhibitor vermittelt die Mineralisation
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der Knochenmatrix und foérdert in der von uns eingesetzten Konzentration von 10 mM
die Kalzifizierung in vitro von vaskularen smooth muscle cells Uber einen ALP-
verwandten Mechanismus [189, 190]. Auch in diesem Experimentalansatz konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen der Pep1- und der KP-Gruppe gefunden werden. Im
Vergleich mit den auf Basismedium kultivierten Zellen zeigte sich die
Kalziumkonzentration nur marginal erhoht.

In einem weiteren Ansatz wurde ein mit R-GP, TGF-B und Kalziumchlorid
angereichertes Medium genutzt, um eine maximale Degenerationsstimulation der
ovinen VICs zu erreichen. So lieen sich in vitro aortale VICs unter dem Einfluss von
TGF-B zur Bildung von Kalkknotchen anregen [191].

In unserem Experiment sahen wir im Vergleich zu den auf Basismedium gezichteten
Zellen eine deutliche Zunahme des Kalziumgehalts mit einer signifikanten Mehr-
Kalzifizierung auf Seiten der mit TGF-B behandelten Pep1-Zellen. Kein Unterschied
hingegen war zwischen der KP- und Pep1-Gruppe erkennbar.

Anzumerken ist, dass sich unsere Experimentalserie an ovinen VICs lediglich Uber
einen Zeitraum von 10 d erstreckte, jedoch krankhafte Kalzifizierungsprozesse beim
Menschen wesentlich langere Zeitrdume in Anspruch nehmen. Kritisch ist weiterhin
darauf hinzuweisen, dass das von uns verwendete Kalzium-Assay nur Kalzium
nachweist, nicht jedoch Hydroxyapatitkristalle [192]. Nach der Studie von Cloyd et al.
scheint es in vitro gar nicht moglich zu sein, Hydroxyapatit zu generieren, vielmehr wird
eine starke Kollagensynthese angeregt [192].

Ebenso ist es fraglich, ob die potenzielle HA-Beteiligung am Kalzifizierungsprozess
tatsachlich primar Uber den Rezeptor CD44 vermittelt wird oder andere Rezeptoren
eine relevantere Beteiligung aufweisen. Zu diskutieren ist auch, dass TGF-B nicht der
Trigger fur die Aktivierung der HA ist und diese von anderen, im Kalzifizierungsprozess
vorkommenden Substanzen beeinflusst wird, die dieses in vitro-Modell nicht
beinhaltete. Auch wenn unsere in vitro-Experimente eine Beteiligung der HA am
Kalzifizierungsprozess nicht nachweisen konnten, legen unsere Ergebnisse auf mRNA-
und Proteinebene eine Beteiligung der HAS1-3 an diesem Vorgang in frihen Stadien
der Aortenklappendegeneration beim Menschen nahe.

Neben der Rolle der HA innerhalb des Kalzifizierungsprozesses war es Ziel dieser
Arbeit, den Einfluss eines DM auf die HA-Bildung bzw. die HAS1-3-Expression zu
untersuchen. Weder im Kollektiv der Patienten mit fibrotischen noch im Kollektiv derer
mit kalzifizierten Aortenklappentaschen zeigte sich zwischen T2DM- und Nicht-T2DM-
Patienten ein Unterschied in der HAS1-3 Expression. Gleiches fand sich auch beim
Vergleich der Gruppen bezlglich des quantitativen HA-Gehalts. Bisherige
Untersuchungen bei T2DM-Patienten hatten durchaus eine vermehrte HAS-Expression

bzw. einen erhohten HA-Gehalt in der ECM humaner Aortenklappentaschen von
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T2DM-Patienten erwarten lassen. So fanden Heickendorff und Kollegen in der Tunica
media der Aorta bei DM vermehrt HA [143]. Mesangiumzellen von DM-Patienten
wiesen in einer Studie von Yevdokimova eine hochregulierte HAS2-Expression auf
[144]. Auch konnten McDonald und Kollegen im Tiermodell bei Schweinen mit
Hyperlipidamie im Falle des Vorliegens eines Diabetes signifikant mehr HA in den
Koronararterien nachweisen [127]. Die vorangehend aufgefuhrten Beobachtungen an
vaskularem Gewebe scheinen somit nicht auf die bei der Aortenklappenkalzifizierung
zugrundeliegenden Mechanismen Ubertragbar zu sein. In unserer Studie diente
aufgrund dessen ein in vitro-Modell oviner VICs zur Analyse des Einflusses einer
Hyperglykdmie auf die HAS1-3 Expression. Ein hoher Glukosegehalt des
Kulturmediums sollte hierbei die Konditionen eines DM simulieren. Insbesondere fur
die HAS1, die hohere Glukosespiegel als die HAS2 und HAS3 bendtigt [193], waren
bei diesem Versuchsaufbau relevante Expressionsdifferenzen zu erwarten gewesen.
Sowohl die HAS1-Expression der Zellreihe, die wahrend der gesamten
Beobachtungszeit ein Medium mit niedrigem Glukosegehalt erhielt, als auch die
Zellreihe, die nach d 3 auf hohe Glukosespiegel umgesetzt wurde, blieb im gesamten
Untersuchungszeitraum nahezu konstant. Prinzipiell ware durch die erhohte
Bereitstellung von Glukose als Substrat der HAS1 auch eine héhere Expression von
HAS1 zu diskutieren gewesen. Es ist jedoch denkbar, dass die HAS1-Expression direkt
durch die von uns initial verwendeten niedrigen Glukosespiegel im Sinne einer
negativen Ruickkopplung herabreguliert wurde und die dann eingesetzten hoheren
Glukosespiegel bei einmal inaktivierter Expression nicht als Trigger zur gesteigerten
Genexpression ausreichten.

Zellen, die von Beginn des Experiments an auf einem hyperglykdmischen Medium
kultiviert wurden, lieRen im Vergleich zu denen, die an d 3 auf ein normoglykamisches
Medium umgestellt wurden, eine signifikant héhere HAS1-Expression an d 12
erkennen. In Analogie zum vorangehend ausgefuhrtem ist zu diskutieren, dass
hyperglykdme Zustande zum Beginn der Kultivierung einen ausreichenden
Triggerfaktor flr die Genexpression darstellen und eine zumindest basale HAS1-
Auspragung bewirken. Das Herunterregulieren der HAS1-Expression nach Umstellung
auf ein Medium mit niedrigem Glukosegehalt kdnnte ebenfalls wieder durch ein
empfindliches Reagieren der VICs auf das fehlende Substratangebot erklarbar sein.
Keine signifikanten Unterschiede fanden sich in der Genexpression der HAS2 und 3
zwischen VICs, die durchgehend auf normoglykamischem Medium geziichtet wurden
und denjenigen, die ab d 3 auf ein hyperglykamisches Medium umgestellt wurden.
Auch dieses Ergebnis konnte eine sensible Abhangigkeit der Genexpression vom
vorhandenen Glukoseangebot und einer initialen Inaktivierung der HAS-Expression bei

fehlendem Glukosereiz nahelegen. In den 12 d auf hohem Glukoselevel gezichteten
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Zellen zeigte sich im Vergleich zu denen, die an d 3 von einem hohem auf ein
niedriges Glukoselevel umgestellt wurden, kein signifikanter Unterschied in der HAS3-
Expression. Es ist zu diskutieren, ob der Expression der 3 HAS-Isoformen
unterschiedliche Empfindlichkeiten auf wechselnde Glukoseangebote zugrunde liegen.
Denkbar ware es, dass die HAS3-Expression nicht unmittelbar durch negative
Ruckkopplung reduziert wird, sondern diese erst zeitlich verzdgert auftritt. Denn im
Gegensatz zur HAS3-Expression zeigt die HAS2-Expression in den kontinuierlich auf
hyperglykdmischem Medium kultivierten Zellen im Vergleich zu den nach d 3 auf ein
normoglykamisches Medium umgestellten VICs an d 9 eine signifikant héhere HAS2-
Expression. Hielte man die These der unterschiedlichen Rickkopplungszeiten der
HAS-Isoformen aufrecht, so kdénnte die HAS2-Expression ahnlich der HAS1-
Expression reguliert sein.

Zusatzlich zur Genexpression der HAS sollte in dem in vitro-Modell der tatsachliche
HA-Gehalt der auf unterschiedlichen Medien kultivierten VICs ermittelt werden. Zum
einen wurden hierzu die Kontrollgruppen der VICs untersucht, die wahrend der
gesamten Studiendauer auf jeweils einem Medium mit konstant hohem oder niedrigem
Glukosegehalt kultiviert wurden. Es zeigte sich ein signifikant héherer HA-Gehalt in den
auf hyperglykamischen Medien gezichteten Zellen. Zum anderen analysierten wir die
VICs, deren Medien im Glukosegehalt variiert wurden. Zellen, die durchgehend
hyperglykamisch kultiviert wurden, wiesen einen hdheren HA-Gehalt auf, verglichen mit
Zellen, deren Medium nach 3 d auf normoglykamische Bedingungen umgestellt wurde.
Berlcksichtigt man die bereits erlauterten Ergebnisse der HAS1 und HAS2-
Expression, kann die These aufgestellt werden, dass die synthetisierte HA zu grol3en
Anteilen durch diese beiden HAS-Isoformen synthetisiert wurde.

Keine Signifikanzen in Bezug auf die HA-Menge lieRen VICs erkennen, die von normo-
auf hyperglykdmisches Medium umgesetzt wurden. Dies kdnnte die Hypothese einer
Inaktivierung der HAS durch niedrige Glukosespiegel stitzen.

Der sich in dieser in vitro-Untersuchungsreihe zeigende Einfluss unterschiedlicher
Glukosespiegel auf die HAS1-3 Expression und den HA-Gehalt oviner VICs lasst nur
sehr vage Spekulationen Uber die zugrundeliegenden Regulationsmechanismen und
mogliche biologische und/oder pathologische Funktionen zu. Nahezu unbertcksichtigt
in diesem Modell bleibt die Komplexitat der sich im menschlichen Korper abspielenden
Prozesse. Als Beispiele hierflir seien Glukose-vermittelte hormonelle Einflisse sowie
Zytokin- und Mediatorfreisetzungen genannt. Der genutzte experimentelle Ansatz
bietet jedoch sicherlich die Moglichkeit, einzelne Variablen in diesem Kontext mittels

weiterflihrender Experimente zu analysieren.
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4.2 Diskussion der Methoden und Studienlimitierung

Humane Aortenklappen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Genexpressionsanalyse von Bestandteilen der ECM
humaner Aortenklappen konnte an einem Kollektiv von insgesamt 137 Patienten
durchgefuhrt werden. Durch eine umfangreichere Gruppe hatten sich Tendenzen bzw.
Signifikanzen eventuell deutlicher abzeichnen kénnen.

Die operativ gewonnen Aortenklappentaschen wurden anhand makroskopischer
Kriterien einer fibrotischen und Kkalzifizierten Gruppe zugeteilt. Idealerweise hatte
neben diesen beiden Gruppen eine weitere Gruppe mit noch makroskopisch
unveranderten Aortenklappentaschen fiur die Studie zur Verfigung gestanden. Von
besonderem Interesse in dieser Gruppe ware sicherlich die ALPL-Expression
gewesen, da die ALP scheinbar nur in sehr friihen Stadien der Erkrankung eine Rolle
im Kalzifizierungsprozess spielt. Potenzielle Spender fir makroskopisch nicht
fibrosierte oder kalzifizierte Klappentaschen hatten Herztransplantat-Empfanger
darstellen kénnen. Daflir standen jedoch zu wenig bisher asservierte unveranderte
Klappentaschen zum Zeitpunkt der Arbeit zur Verfligung.

Unberlcksichtigt in dieser Arbeit blieben aufgrund der Gruppengrofie ethnische
Aspekte. Ebenso wurden auch keine geschlechtsspezifischen Unterschiede zwischen
Mannern und Frauen analysiert, die im Falle groRerer Gruppen sicherlich ein weiteres
interessantes Studienobjekt darstellen wirden.

Patienten in dieser Studie wurden anhand anamnestischer Angaben der Gruppe T2DM
oder Nicht-T2DM zugeteilt. Keine Berucksichtigung in der Gruppeneinteilung fanden
laborchemische Werte wie z.B. der HbA1c, der hyperglykamische Stoffwechsellagen
innerhalb bestimmter Zeitrdume sicherlich besser hatte abbilden kdénnen als die
anamnestische Zuteilung. Dies war den nur lickenhaft vorliegenden Daten geschuldet.
Zweifelsohne muss man davon ausgehen, dass es auch im Kollektiv der T2DM-
Patienten einige Patienten gab, die durch ihre Medikation und/oder Lebensstil relativ
euglykam eingestellt waren. Die Gleichsetzung eines DM mit einer Hyperglykamie, wie
von uns in der in vitro-Untersuchungsreihe angenommen, ist somit sicherlich kritisch zu
hinterfragen. Ebenso muss bedacht werden, dass es bei Annahme der Hyperglykamie
als kalzifizierungsfordernden Faktor schwieriger sein kann, Effekte zwischen den von
uns eingeteilten Gruppen zu erkennen. Mit Ausnahme des HA-Gehalts wurde in dieser
Studie lediglich die Genexpression auf Basis der mRNA quantifiziert. Posttranslationale
Modifikationen auf RNA-Ebene oder spater auf Proteinebene wurden hierbei allerdings
nicht erfasst. Sie besitzen oftmals jedoch eine zentrale Bedeutung fur die spéatere

Funktion und Wirkungsweise der Moleklile.
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In vitro-Versuche

Far die in vitro-Versuche verwendeten wir VICs ovinen Ursprungs. Diese Zellen
konnten aufgrund der raumlichen Nahe zu einem Schlachthof problemlos beschafft
werden. Sie entstammten gesunden, fir den menschlichen Verzehr vorgesehenen
Tieren. Wir gingen somit von gesunden Zellen aus, deren naturliches Wachstum von
Krankheiten unbeeinflusst war. Die Hinzugabe kalzifizierenden Mediums sollte in den
Zellen einen Degenerationsprozess induzieren. Studien legen jedoch nahe, dass
derartige induzierte Prozesse sich von den in vivo abspielenden pathophysiologischen
Vorgangen bei der Aortenklappendegeneration relevant unterscheiden [192, 194].
Auch muss immer die Translation von Studienergebnissen im Tierexperiment auf den
Menschen kritisch hinterfragt werden.

Zellen aus den Aortenklappentaschen von Herztransplantat-Empfangern hatten eine
Alternative flr die verwendeten VICs darstellen kdénnen, standen jedoch unter
Berlcksichtigung der geringen Anzahl von asservierten unveranderten Klappentaschen

zum Zeitpunkt der Arbeit nicht ausreichend zur Verfigung.

4.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Durch die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Bestandteile der ECM in verschiedenen Stadien der Kkalzifizierenden
Aortenklappenstenose unterschiedlich reguliert sind. Insbesondere im fibrotischen
Degenerationsstadium zeigte sich die Genexpression des SLRPs BGN signifikant
erhoht, das vermutlich kalzifizierungsfordernde Eigenschaften besitzt. Signifikante
Unterschiede in den untersuchten Teilkohorten fanden sich auch bei der DCN-, VER-
und HAS2- und 3-Expression. Der chondroosteogene Marker SPP1 war hingegen im
kalzifizierten Stadium signifikant hdher exprimiert.

Die Ursachen und die durch die beschriebenen Expressionsunterschiede bedingten
pathophysiologischen Prozesse konnten nicht hinreichend geklart werden. Auch gaben
unsere Analysen nur Teileinblicke in die Bedeutung der vermeintlich hochkomplexen
HA-Wirkungen und auf den Einfluss eines T2DM im Prozess der
Aortenklappenkalzifizierung. Unsere Ergebnisse tragen somit einen weiteren Baustein
im Verstandnis der Pathogenese der Aortenklappendegeneration bei. Gleichzeitig
werfen die Resultate weitere interessante Fragestellungen auf, die vorangehend
diskutiert wurden und kdénnen einen Beitrag dazu leisten, zuklnftige Studien zu dieser
Thematik weiter zu fokussieren.

Aufgabe zuklnftiger Studien zu dieser Thematik wird es sein, Bestandteile der ECM

nicht nur als Strukturbestandteile zu verstehen, sondern diese auch exakt hinsichtlich
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ihrer funktionellen Bedeutung zu charakterisieren. Zudem sollten weitere Analysen sich
intensiv dem Einfluss eines DM und weiterer assoziierter Erkrankungen widmen, um
deren Bedeutung im Krankheitsprozess naher zu ergrinden.

Ein Ansatz hierbei kdénnte ein in vitro-Modell zur Degeneration bei Insulinresistenz
darstellen, das besser mit den T2DM-assoziierten Prozessen korreliert als das in
unserer Untersuchung verwendete Hyperglykdmie-Modell. Wie bereits vorangehend
ausgefuhrt, ware auch die Erweiterung zukinftiger Studien um eine Kontrollgruppe
gesunder Aortenklappentaschen ein winschenswerter Ansatz. Interessante Daten
koénnten ferner Proteomanalysen liefern.

Das Verstandnis der Mechanismen der Aortenklappendegeneration birgt das grolde
Potential, biologische Marker als Ansatzpunkte fur Friherkennungsuntersuchungen zu
identifizieren, Praventionsmafnahmen bei Risikokonstellationen zu entwickeln oder
eventuell den Erkrankungsprogress zu modifizieren oder gar zu unterbrechen. Auch
lieRen sich aus dem Verstandnis der Mechanismen und der Pathophysiologie
mdglicherweise Erkenntnisse ableiten, die bislang verwendete biologische Prothesen
in der Zusammensetzung ihrer ECM so modifizieren lie3en, dass ein geringeres Risiko

fur erneute Kalzifizierungsprozesse besteht.
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