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Zusammenfassung

Die Aortenklappenstenose stellt in Industrieldndern das haufigste Klappenvitium dar. Grund
fiir die Verengung der Aortenklappe ist dabei ein aktiver Pathomechanismus, die degenerative
Aortenklappenerkrankung (Calcific aortic valve disease, CAVD). Ein Risikofaktor sowohl fiir
die Entstehung als auch fiir die Progression der CAVD ist Diabetes mellitus Typ 2 (T2D). Es
wurden zwar Biomarker und Risikofaktoren der Erkrankung identifiziert, dennoch gibt es bis
heute keine therapeutischen Moglichkeiten, um das Fortschreiten der Stenosierung zu
unterbinden, sodass ein operativer oder interventioneller Ersatz der Klappe bislang die einzige
Therapiemoglichkeit darstellt.

Das urspriinglich aus der Reproduktionsmedizin bekannte Activin A-System konnte sich in
diesem Zusammenhang als vielversprechendes Zielmolekiil abzeichnen. Es ist bekannt, dass es
an prodegenerativen und proinflammatorischen Prozessen beteiligt ist. Dariiber hinaus konnte
eine Beteiligung des Molekiils und seines Signalweges in kardiovaskuldren Pathologien und
T2D gezeigt werden. Ein signifikanter Zusammenhang mit diabetischer Kardiomyopathie
wurde aber erst 2013 beschrieben. Trotz vieler Erkenntnisse iiber die zelluldren Effekte, ist die
Rolle des Activin A, seiner Rezeptoren und Zielmolekiile in der Entstehung bzw. Progression
der CAVD bei T2D noch nicht bekannt und soll in dieser Arbeit ndher untersucht werden.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden humane Aortenklappentaschen mittels
quantitative real-time polymerase chain reaction, Enzyme-linked Immunosorbent Assay und
histologischer Farbungen untersucht. Dabei wurden die zwei Stadien der Pathogenese
(Fibrosierung und Kalzifizierung) isoliert betrachtet, indem fibrotische und kalzifizierte
Bereiche der Klappen getrennt voneinander untersucht wurden. Weiterhin wurde der Einfluss
von T2D durch die Unterscheidung zwischen Nicht-Diabetikern und Diabetikern untersucht.
Genexpressionsanalysen zeigten hier, dass Activin A und dessen Rezeptoren in kalzifiziertem
Gewebe starker exprimiert sind, die intrazelluldren Signalmolekiile SMAD2, SMAD3 und
SMAD7 jedoch keinen Unterschied in der Genexpression beider Taschenanteile aufweisen. Bei
Diabetikern war SMAD7 hochreguliert und die Proteinbestimmung zeigte bei isolierter
Betrachtung der fibrotischen Taschenanteile eine signifikant hohere Activin A-Konzentration
in Aortenklappengewebe von Diabetikern.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass Activin A und sein Signalweg an Entstehung bzw.
Progression der CAVD beteiligt zu sein scheinen. Zusétzlich konnte T2D vor allem im
Initialstadium eine entscheidende Rolle spielen. Perspektivisch konnte dies durch die néhere

Analyse der Komponenten des Activin A-Signalwegs in vifro untersucht werden.



Summary

Aortic valve stenosis is the most common valvular heart disease in industrial countries. The
reason for the gradual narrowing of the aortic valve is an active pathomechanism: calcific aortic
valve disease (CAVD). Type 2 diabetes mellitus (T2D) is a risk factor for onset as well as
progression of the stenosis. Biomarkers and risk factors have been identified, yet there is no
pharmacological target to prevent stenotic progression, and an interventional or surgical valve
replacement remains the only therapeutic option.

Originally known in the field of reproductive medicine, the activin A-system seems to be a
promising modulating therapeutic variant. It was found to have prodegenerative as well as
proinflammatory functions. Additionally, it is known to be involved in cardiovascular diseases
and T2D. In 2013 it was reported to be regulated in the context of diabetic cardiomyopathy.
Despite its cellular effects, little is known about the role of activin A and its receptors
modulating occurrence and progression of CAVD in patients also suffering from T2D. Thus,
this will be the focus of the presented work.

The experimental set up of this doctoral thesis was to analyze humane aortic valves with
quantitative real-time polymerase chain reaction, enzyme-linked immunosorbent assay and
histological staining techniques. To examine two different stages of the pathogenesis (fibrosis
and calcification), fibrotic and calcified valve tissues were analyzed separately. Additionally, it
was differentiated between diabetic and non-diabetic biological material. Gene expression
analysis showed that expression of activin A and its receptors is enhanced in calcific valve
tissue. Analyzation of the second messengers SMAD2, SMAD3 and SMAD?7 did not concur with
these findings. SMAD7 was upregulated in diabetic valves. Protein analyses showed - when
observed in a separate cohort - a higher activin A concentration in fibrotic tissue of diabetics.
In summary, the experimental analyses demonstrate that activin A could modulate CAVD in
terms of occurrence and progression. T2D could be a triggering factor in initial phases of the
disease. Subsequent in vitro evaluations of the components could help to elucidate the potential

of activin A as a therapeutic target.
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Abkiirzungsverzeichnis

ACTA2
ACVR2A
ACVR2B
AK

ALK

AS
BAMBI

BCA
BGP
BMI
BMP-2
BSA
CAVD

cDNA

CRIPTO
CHI3L1
COL1A1
CT

DAB
DM
DNA
ELISA

EZM
Hb

a-smooth muscle actin
Activin A Rezeptor Typ 2A
Activin A Rezeptor Typ 2B
Aortenklappe

Activin receptor-like kinase
Aortenklappenstenose

Bone morphogenic protein and
activin membrane-bound
inhibitor

Bicinchoninséure
Osteocalcin
Korpermasseindex

Bone morphogenic protein 2
Bovines Serum Albumin
Calcific aortic valve disease
Degenerative
Aortenklappenerkrankung
Komplementire
Desoxyribonukleinséure
Cryptic family protein 1B
Chitinase-3-like-1

Kollagen Typ 1

Cycle threshold
3,3°-Diaminobenzidine
Diabetes mellitus
Desoxyribonukleinséure
Enzyme-linked
Immunosorbent Assay
Extrazelluldre Matrix
Hamoglobin

III

HRP horseradish peroxidase

INHBA Activin A

MAP Mitogen activated protein

mRNA Messenger ribonucleic acid

OPN Osteopontin

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

qPCR Quantitative real-time
polymerase chain reaction

RANK Receptoractivator of nuclear
factor kappa B

RPL13A  Ribosomales Protein L13a

SDS Natriumaurylsulfat

SEM Standardfehler des
Mittelwertes

SMAD Mothers against
decapentaplegic homolog

T2D Diabetes mellitus Typ 2

TGF Transforming Growth Factor

VIC Valvulére Interstitialzelle

Entsprechend den Vorarbeiten unserer

sowie der Genomen-

der

Arbeitsgruppe

nomenklatur Human  Genome
Organisation wurden Proteine grof3 und die
zugehorigen humanen Gene grof8 und

kursiv geschrieben [6, 7].
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1. Einleitung

1.1. Die degenerative Aortenklappenerkrankung

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die flihrende Todesursache weltweit [8].
Herzklappenerkrankungen (sogenannte Klappenvitien) werden neben Krankheitsbildern wie
der Koronaren Herzkrankheit und der Herzinsuffizienz auch zu den kardiovaskuldren
Erkrankungen gezdhlt [9]. Sie konnen grundsitzlich jede Klappe betreffen, am hdufigsten treten
jedoch Mitral- und Aortenklappenerkrankungen auf [10]. Dabei ist die Aortenklappenstenose
(AS), nach der koronaren Herzkrankheit, die zweithdufigste Indikation zu einer
kardiovaskuldren Intervention [11].

Die Aortenklappe (AK) liegt im Ausgang des linken Ventrikels zur Aorta ascendens. Es handelt
sich um eine Taschenklappe, bestehend aus drei halbmondférmigen Taschen, die den Riickfluss
des Blutes in den linken Ventrikel verhindern [12].

Aortenklappenerkrankungen werden in Stenosen und Insuffizienzen unterteilt. Stenosen sind
Verengungen der Klappe, die eine verminderte Klappendffnungsfliche nach sich ziehen. Bei
Insuffizienzen kann die Klappe nicht mehr richtig schlieBen und es kommt wéhrend der
Diastole zu einem vermehrten Riickfluss in den linken Ventrikel. Beide
Aortenklappenerkrankungen konnen aufgrund kardialer Anpassungsmechanismen viele Jahre
asymptomatisch verlaufen. Schlussendlich fiihrt sowohl eine Stenose als auch eine Insuffizienz
iiber langere Zeit zu einer vermehrten Volumen- bzw. Druckbelastung des linken Ventrikels.
Ohne weitere Intervention hat dies einen Umbau des linken Ventrikels und letztendlich eine

chronische Herzinsuffizienz zur Folge [12-14].

1.1.1. Atiologie und Epidemiologie

Eine AS resultiert in Industrienationen am hiufigsten aus Kalzifizierungen des
Klappengewebes. Die Privalenz der Erkrankung ist altersabhéngig und erreicht fast 10% in der
iiber 80-jdhrigen Bevolkerung. Folglich ist bei stetiger Alterung der Bevolkerung eine Zunahme
der Privalenz zu erwarten [15]. Zusitzlich kénnen Entstehung und Progression durch
sogenannte kardiovaskuldre Risikofaktoren beeinflusst werden. Hierzu zdhlen Diabetes
mellitus (DM), arterielle Hypertonie, Dyslipoproteindmie und eine positive Raucheranamnese
[16]. Angeborene bikuspide AK stellen die zweithdufigste Ursache fiir eine Stenose dar. Ein
AK-Ersatz muss bei jiingerem Erkrankungsalter wesentlich frither erfolgen [15].

Eine AK-Insuffizienz ist ebenso vielfdltiger Genese. Wiéhrend in Entwicklungsldndern

rheumatische Herzerkrankungen fiir eine Stenose und eine Insuffizienz die filhrende Ursache



darstellen, ist in Industrienationen eine Insuffizienz meist auf Degenerationsprozesse oder
kongenitale Anomalien zuriickzufiihren. Akut kann eine Insuffizienz auch im Rahmen einer
Endokarditis oder einer Aortendissektion auftreten [13]. Wie auch bei der Stenose nimmt die

Priavalenz mit zunehmendem Alter zu [10].

1.1.2. Pathogenese

Der Pathomechanismus der degenerativen Aortenklappenerkrankung (Calcific aortic valve
disease, CAVD) ist ein aktiver Prozess mit multifaktorieller Genese, der dem der
Arteriosklerose dhnelt (Abbildung 2) [17]. Es wird angenommen, dass neben Biomechanik und
Inflammation auch eine hormonelle und genetische Komponente besteht. Grundsétzlich fiihrt
eine Beschddigung der Klappe zu einer Entziindungsreaktion, die bei weiterem Bestehen zu
einem fibrésen Umbau und schlussendlich zur Kalzifizierung von Taschenanteilen fiihrt [5].

Die AK wird in drei Schichten unterteilt: Lamina fibrosa, spongiosa und ventricularis
(Abbildung 1). Auf aortaler und ventrikulirer Seite werden diese durch eine
Endothelzellschicht begrenzt. Durch chronische mechanische Mehrbelastung und vermehrte
Scherkréfte in hoherem Alter kommt es initial zu einer Endothelzellschidigung. Wie auch bei
der Arteriosklerose folgt der Schidigung die Einwanderung von Immunzellen und
Lipoproteinen. = Monozyten  differenzieren = zu  Makrophagen und  sekretieren
proinflammatorische Zytokine (u.a. Tumornekrosefaktor o, Transforming Growth Factor
(TGF)B1, Interleukin-1B). Eine langanhaltende Entziindungsreaktion aktiviert valvuldre
Interstitialzellen (VICs). VICs sind in jeder Zellschicht der Klappe vorhanden und kénnen je
nach Stimulus differenzieren [18]. Proinflammatorische Stimuli fithren zu einer vermehrten
Differenzierung zu Myofibroblasten. Eine gesteigerte Synthese und Sekretion von Proteinen
der extrazelluldren Matrix (EZM) ist die Folge. Eine Verdickung der AK mit Fibroseknotchen
wird sichtbar. Zusitzlich sind durch Angioneogenese auch vermehrt Mikrovaskularisationen
vorhanden. Aufgrund weiterer Aktivierungen von Signalwegen differenzieren Myofibroblasten
zu Osteoblasten. Wnt3-Lrp5-beta catenin [19], RANK/RANKL [receptoractivator of nuclear
factor kappa B -(ligand)] [20] und Runx-2/NOTCH-1 [21] sind als wichtige Mediatoren dieses
Schrittes identifiziert worden. Schlussendlich werden vermehrt Proteine der Knochensubstanz
synthetisiert: Kollagen Typ 1 (COLI1ATl), Osteopontin (OPN), Osteocalcin (BGP), Bone
morphogenic protein 2 (BMP-2) [22]. Der Pathomechanismus ist irreversibel und ein

Klappenersatz wird unumgénglich [5].
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Anfangs fithrt mechanischer Stress zu einer Endothelzellschiddigung des AK-Gewebes. Immunzellen ur
Lipide wandern ein und proinflammatorische Zytokine (Tumornekrosefaktor o, Interleukin-1p, TGFp
werden ausgeschiittet. Es folgt die Differenzierung von VICs zu Myofibroblasten. Durch eine langanhaltenc
vermehrte Synthese von EZM-Proteinen wird die Klappe fibrotisch. Schlussendlich folgt eir
Differenzierung zu Osteoblasten. Proteine der Knochensubstanz werden vermehrt synthetisiert ur
Kalziumablagerungen werden sichtbar. Die gezeigte schematische Abbildung der CAVD wurde an [
angelehnt und mit [4] erstellt.



1.2. Diabetes mellitus

DM beschreibt eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen, die mit einer erhohten
Blutglukosekonzentration einhergehen [23]. Weltweit leidet fast jeder zehnte Erwachsene unter
DM und mit einem Anteil von 90 % stellt Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) den hiufigsten Subtyp
dar. Die Pathogenese von T2D basiert auf einer genetischen Komponente und Ubergewicht. Da
vor allem in Industrienationen eine Zunahme des durchschnittlichen Korpergewichts zu
beobachten ist wird vermutet, dass 2040 iiber 600 Millionen Menschen an DM leiden werden
[24-26].

Pathophysiologisch resultiert T2D aus einer peripheren Insulinresistenz. Eine zunichst
gesteigerte, dann aber verminderte Insulinsekretion der B-Zellen des Pankreas ist die Folge. Der
Transport von Glukose in die Zelle ist beeintrichtigt und ohne medikamentdse Intervention
haben Patienten chronisch erhohte Blutzuckerwerte. Durch die Zunahme der
Glukosekonzentration im Blut, bindet Glukose vermehrt an Himoglobin (Hb), woraus sich der
sogenannte HbAlc als diagnostischer Parameter ableitet, der den Langzeitblutzucker
widerspiegelt. Werte > 6,5 % werden als pathologisch angesehen [26].

Neben Folgeschiden wie verschiedenen Mikroangiopathien ist auch das Erkrankungsrisiko fiir
Makroangiopathien wie der Koronaren Herzkrankheit oder der peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit erhoht [26]. Bei der CAVD wird ebenfalls ein erh6htes Erkrankungsrisiko
bei bestehendem T2D beobachtet [27].

1.2.1. Diabetes mellitus und die degenerative

Aortenklapperkrankung

Der Einfluss von kardiovaskuldren Risikofaktoren auf Erkrankungsbeginn, Progression und
Mortalitit der CAVD wurde in vielen Studien untersucht. 32 % aller Typ-2-Diabetiker leiden
an mindestens einer kardiovaskuldren Erkrankung und das Risiko an dieser zu versterben ist
hoher als bei Menschen ohne Diabetesleiden [28]. Ebenso zeigen verschiedene retrospektive
und prospektive Studien, dass Diabetes signifikant mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit an
einer AS zu erkranken assoziiert ist. Mit jedem weiteren kardiovaskuldren Risikofaktor wird
eine zusitzliche Kalzifizierung wahrscheinlicher [29]. Trotz der fundierten klinischen

Datenlage sind die zelluldren Mechanismen noch weitestgehend ungeklart.

1.3. Activin A und der Activin A-Signalweg

Die Glykoproteine Activin und Inhibin bilden eine Subgruppe der bekannten TGF-Superfamilie

[30]. Anfangs als Regulatoren des Follikel-stimulierenden Hormons entdeckt, sind die
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Funktionen ldngst nicht mehr auf hormonelle Kreisldufe beschriankt [3]. Mittlerweile werden je
nach Untereinheit mehrere Isoformen des Activins unterschieden, wobei Activin A (INHBA)
die am besten erforschte Isoform darstellt. Durch Bindung an die extrazellulire Doméne
transmembrandrer Rezeptoren erfolgt die intrazelluldre Signaltransduktion durch mothers
against decapentaplegic homolog (SMAD)-Proteine oder den mitogen activated protein
(MAP)-Kinase-Weg. Transkriptionsfaktoren werden aktiviert und je nach Zelltyp und -stadium
entsprechende Gene exprimiert [31].

Durch die Zugehorigkeit zur TGF-Superfamilie sind Rezeptoren und intrazelluldre
Signaltransduktion &hnlich denen des TGF-Signalwegs (Abbildung 3) [32]. INHBA und
Activin B wirken tiber die Bindung an einen von zwei Typ 2 Rezeptoren (activin receptor type-
24, ACVR2A; activin receptor type-2B, ACVR2B), der anschlieBend mit einem Typ 1
Rezeptor (activin receptor-like kinase, ALK) einen Rezeptorkomplex bildet. Je nach Activin-
Isoform wird ein bestimmter ALK-Rezeptor (ALK 1-7) rekrutiert, im Falle von INHBA ist dies
ALK4 [33]. Obwohl Typ 1 und Typ 2 Rezeptoren eine extrazelluldre Bindedoméne besitzen,
bindet INHBA lediglich an Typ 2 Rezeptoren [32]. Es kommt in weiterer Folge zu
Phosphorylierungen der second messenger SMAD2 und SMAD3. Die aktivierten SMAD?2 und
SMAD3 komplexieren mit SMAD4. Dieser Komplex migriert in den Zellkern und bindet zell-
und triggerabhidngig verschiedene Transkriptionsfaktoren. SMAD7 wirkt u.a. durch

Dephosporylierungen und Ubiquitinierungen inhibierend auf die Signalweiterleitung [34, 35].



SMAD3 p

Durch die Bindung von INHBA an ACVR2A oder ACVR2B dimerisiert der Rezeptor mit ALK4. SMAL
und SMAD3 werden phosphoryliert und bilden mit SMAD4 einen Signalkomplex, der in den Zellke
migriert, Transkriptionsfaktoren bindet und entsprechende Gene moduliert. SMAD7 wirkt u.a. durc
Dephosphorylierungen inhibierend auf die Signaltransduktion. Abkiirzungen: ACVR2A/B = Activin Rezept
Typ-2A/B, ALK4 = Activin receptor-like kinase 4, P = Phosphorylierung, SMAD = Mothers again
decapentaplegic homolog. Die gezeigte Abbildung der INHBA-Signalkaskade wurde an [2, 3] angelehnt ur

mit [4] erstellt.

1.3.1. Activin A, Diabetes mellitus und kardiovaskulare
Erkrankungen

Die Funktionen von INHBA sind vielfdltig und beschrinken sich nicht auf die
Reproduktionsmedizin [36]. Mittlerweile wurde ein dysreguliertes INHBA-System mit einer
Vielzahl von Erkrankungen in Verbindung gebracht. Ebenso ist es an der Hamatopoese beteiligt
und wird in Immunzellen und Fibroblasten exprimiert [3].

INHBA wird abhingig von Entziindungsphase und Gewebe eine pro- und anti-
inflammatorische Funktion zugeschrieben. In der Anfangsphase fiihrt eine INHBA-Exposition
bei Monozyten und Makrophagen zu einer gesteigerten Synthese proinflammatorischer
Mediatoren [37, 38]. Zusitzlich hat es chemotaktische Eigenschaften [39]. In Spatphasen wirkt

INHBA hingegen eher antiinflammatorisch. Zytokine, deren Synthese zuvor stimuliert wurde,



werden in aktivierten Makrophagen inhibiert. INHBA kann eine mogliche regulatorische
Funktion bei Inflammationsprozessen zugeschrieben werden [2].

Beteiligungen von INHBA an Fibrosierungsprozessen konnten in mehreren Organsystemen
nachgewiesen werden [40, 41]. In Fibroblasten der Lunge zeigten in vitro Versuche bereits bei
niedrigen INHBA-Konzentrationen einen unmittelbaren Proliferationsstimulus. Auch
Differenzierungen zu Myofibroblasten, ein entscheidender Schritt der Fibrosierung, konnten
gezeigt werden [42]. Neben Proliferation und Differenzierung fiihrte eine INHBA-Exposition
auch zu einer vermehrten Genexpression von COLIA1 und a-smooth muscle actin (ACTA2),
zweli Proteine, die selbst auch profibrotisch wirken [41, 42].

Bei kardiovaskuldren Erkrankungen wurde INHBA bisher vor allem eine regulatorische
Funktion zugeschrieben [43]. Es zeigte eine Beteiligung am linksventrikuliren Remodeling,
sowohl bei akuten Ereignissen wie einem akuten Myokardinfarkt als auch bei chronischer
Belastung im Rahmen einer Herzinsuffizienz [44, 45]. Zusétzlich korrelieren bei einer
chronischen Herzinsuffizienz INHBA Serumspiegel mit der Auspriagung der Erkrankung [45].
Da es auch an Fibrosierungsprozessen weiterer Organe beteiligt ist, wird auch beim Herzen ein
Zusammenhang vermutet. Neben kardialen Erkrankungen ist INHBA auch an vaskuldren
Erkrankungen beteiligt. Bei Arteriosklerose zeigte Kozaki et. al, dass es die Differenzierung
von Makrophagen zu Schaumzellen inhibiert [46]. Gleichzeitig wurde in in vivo Versuchen
gezeigt, dass es als Proliferationsstimulus fiir glatte Muskelzellen an Reparaturmechanismen
der GefaBBwand beteiligt ist [47].

Im Zusammenhang mit T2D wurde gezeigt, dass INHBA zum einen als klinischer
Verlaufsparameter in Erwdgung gezogen werden kdnnte, zum anderen wurde es als mdglicher
pathologischer Faktor identifiziert. Denn bei Diabetikern mit zusitzlicher koronarer
Herzkrankheit korrelierte das Serumlevel von INHBA mit dem Schweregrad der Erkrankung.
Ueland ef al. vermutet, dass dies auf antiinflammatorische Gegensteuerungsmechanismen von
INHBA zuriickzufiihren ist [48]. Zusidtzlich wurde gezeigt, dass INHBA mit
Insulinresistenzparametern korreliert und in diesem Zusammenhang auch einen moglichen
Indikator fiir den Schweregrad des Diabetes darstellen konnte [49]. Bei der diabetischen
Kardiomyopathie, einer der vielen Folgeerkrankungen des T2D, wird INHBA eine
entscheidende Rolle im Pathomechanismus zugeschrieben [50]. Es wird bei Diabetikern

verstérkt in epikardialen Adipozyten synthetisiert und sekretiert [51].



1.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Rolle des INHBA-Systems bei der Entstehung und
Progression der CAVD im Zusammenhang mit DM. Um die damit einhergehenden Fragen zu
beantworten, wurden Proben bei einem AK-Ersatz entnommen, der Methodik entsprechend
aufbereitet und mittels quantitative real-time polymerase chain reaction (qQPCR, n=90),
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA, n=20) und histologischer Farbungen (n=12)

analysiert.



2. Materialien und Methoden

2.1. Patientenkohorten

Die Genehmigung fiir die Verwendung von AK-Gewebe erfolgte durch die Ethikkommission
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (Studiennummer des Ethikvotums: 4412R). Nach
praoperativ erfolgter Aufklarung und schriftlicher Zustimmung der Patienten darf demnach
AK-Gewebe im Zuge einer AK-Operation verwendet werden. Die einzelnen Taschen der AK
wurden dafiir bei geeigneter Morphologie unmittelbar nach Entnahme in einen makroskopisch
sichtbaren kalzifizierten und fibrotischen Anteil geteilt, fotografiert und innerhalb weniger
Minuten in Kryorohrchen bei -160 °C in fliissigem Stickstoff gelagert (Abbildung 4). Fiir die
Analyse wurden nur Proben verwendet, die klar voneinander abgrenzbare fibrotische und
kalzifizierte Degenerationsstadien zeigten. Neben der Archivierung des Gewebes selbst wurden
demografische Patientendaten, sowie priaoperative Labor- und echokardiographische Befunde,
erhoben. Eine trikuspide Klappe und Angabe des prioperativen HbAlc bzw. eine gesicherte
Diabetes-Diagnose waren dabei Einschlusskriterium fiir die Aufnahme der Proben in die
entsprechenden Kohorten. Zusétzlich wurden aufgrund eines nachweislich verfriihten
Kalzifizierungsprozesses bei Patienten mit kongenitalen bikuspiden AKs eben diese nicht in
die jeweiligen Patientenkohorten mit einbezogen [52].

Die in Frage kommenden Patientenproben wurden in zwei Gruppen unterteilt: Diabetiker (im
Folgenden als T2D bezeichnet) und Nicht-Diabetiker (im Folgenden als non-T2D bezeichnet).
Dabei erfolgte die Eingruppierung anhand gesicherter Diagnose oder anhand des HbAlc
Wertes. Patienten ohne Diabetes-Diagnose aber mit einem HbAlc > 6,5 % wurden als
Diabetiker gewertet. AK von Typ 1 Diabetikern wurden nicht aufgenommen. Aufgrund der
tabellarischen Auflistung von Untersuchungsbefunden und Nebendiagnosen konnten AKs von
Diabetikern mit einem sehr gut eingestellten HbAlc (< 6,5 %) ebenso ausgeschlossen werden.

Bei beiden Gruppen wurden der fibrotische und kalzifizierte Klappenanteil separat analysiert.

Messenger ribonucleic acid (mRNA)-Expressionsanalyse mittels gPCR
Zur mRNA-Expressionsanalyse wurden in Summe 90 Patientenproben bearbeitet. Die T2D-

Kohorte umfasste 19 Patienten, wéhrend 26 Taschen von non-T2D analysiert wurden.

Activin A Enzyme linked Immunosorbent Assay

Zur Coomassie-basierten Proteinkonzentrationsbestimmung und Bestimmung der INHBA-
Konzentration in humanem Klappengewebe mittels ELISA wurden insgesamt 40 Proben
bearbeitet, welche von zehn Patienten aus der T2D-Kohorte und zehn Patienten aus der non-
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T2D-Kohorte stammten. Dabei handelte es sich um Patienten aus der mRNA-Kohorte, jedoch

wurde hier eine andere Tasche der AK aufgearbeitet.

Histologie

Wie auch bei der mRNA-Expressionsanalyse und dem ELISA, wurden hier AK derselben
Patienten verwendet, jedoch ein weiterer dritter Klappenanteil analysiert. In Summe wurden
also sechs Taschen separat in ihren fibrotischen und kalzifizierten Anteilen histologisch

aufbereitet: drei AK der T2D-Kohorte und weitere drei der non-T2D-Kohorte.

Fibrotischer Taschenanteil Gesamte AK-Tasche Kalzifizierter Taschenanteil

Abbildung 4: Degenerationsgrade einer humanen AK-Tasche
Die AK-Tasche wurde unmittelbar postoperativ in einen fibrotischen und kalzifizierten Anteil unterteilt.

Fibroseknétchen und Kalzifizierungen sind deutlich sichtbar.

2.2, mRNA-Isolation aus Klappengewebe

Die mRNA-Isolation aus Klappengewebe erfolgte auf Basis der Phenol-Chloroform-Methode
[53], in Anlehnung an ein Protokoll der Arbeitsgruppe Ma Hongbao et. al [54] und mit Hilfe
eines RNeasy® Mini Kits. Die gesamten Arbeiten wurden, soweit es moglich war, unter einem
Abzug und unter gekiihlten Bedingungen durchgefiihrt. Die Proben wurden zwischen den
Arbeitsschritten auf Eis gelagert und die Zentrifuge auf 4 °C gekiihlt. Es wurde mit RNAse
freien bzw. RNASE AWAY® beschichteten Materialien gearbeitet.

Zunichst wurde das Gewebe mittels eines gekiihlten Morsers zerkleinert und in 1,5 ml TRI
Reagent® gelost. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch Zugabe von 0,3 ml Chloroform je
1,5 ml TRI Reagent® und manuellem Schiitteln mit anschlieBender 15-miniitiger
Zentrifugation bei 11.000 rpm. Durch die Zentrifugation bildeten sich drei Phasen [54]: Eine
wissrige transparente RNA-haltige Phase, eine weilliche Desoxyribonukleinsdure (DNA)-
haltige Interphase und eine rétliche, protein- und lipidhaltige Phenol-Chloroform-Phase. Zur

weiteren RNA-Isolation wurde die wissrige transparente Phase in ein neues
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Mikroreaktionsgefa3 iiberfiihrt und mit der gleichen Menge Ethanol (70 %) vermischt. Die
verbliebenen Phasen wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

Die weiteren Schritte der Aufreinigung wurden mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits nach
Herstellerangaben durchgefiihrt und die erhaltene RNA sofort auf Eis gestellt bzw. bei -80 °C

gelagert.

Materialien Hersteller Artikel-Nummer
LiChrosolv® Water Merck Millipore 1.15333.2500
Ethanol Chromasolv® > Sigma-Aldrich 34852
99.8%
TRI Reagent® Sigma T9424
RNASE AWAY® Molecular BioProducts 7003
Chloroform Sigma C2432
RNeasy® Mini Kit Qiagen 74106
RDD-Puffer Qiagen 1011132
DNAse Qiagen 79254
Laborgerite Hersteller
Homogenisator (D-8) Miccra
Zentrifuge 5804R Eppendorf

2.3. Quantitit und Qualitat der mRNA und reverse

Transkription

Konzentrationsbestimmung
Zur Messung der RNA-Qualitdt und Quantitdt wurde ein Tecan Reader (Infinite M1000 PRO)
verwendet. Die Absorption wurde bei 260 nm und 280 nm in Doppelbestimmungen gemessen

und das Verhéltnis der Absorptionen bei unterschiedlicher Wellenlédnge bestimmt (Ratio).

Integritatsmessung

Zur Qualititskontrolle gemél der MIQE Guidelines (Minimum information for the publication
of quantitative real-time PCR experiments) [55] wurden RNA-Integrititsmessungen in Auftrag
gegeben. Durch einen 2100 Bioanalyzer (Agilent USA) wurde fiir jede in der RNA-Isolation
bearbeitete Patientenprobe die RNA Integrity Number bestimmt. Die RNA Integrity Number
kategorisiert die Qualitit der RNA in zehn Stufen: 1 représentiert eine teilweise abgebaute,

qualitativ schlechte RNA, 10 steht hingegen fiir eine qualitativ sehr gute und stabile RNA [56].

Reverse Transkription
Fir die Schritte der reversen Transkription der RNA in komplementire

Desoxyribonukleinsdure (cDNA) wurde ein QuantiTect® Reverse Transcription Kit verwendet
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und nach dem Protokoll des Herstellers (Qiagen) gearbeitet. Bis zur weiteren Verarbeitung

wurde die cDNA anschlieBend bei -20 °C gelagert.

Materialien Hersteller Artikel-Nummer
Nuclease-Free Water Promega Corporation P119
QuantiTect® Reverse Qiagen 205313
Transcription Kit
Laborgerite Hersteller
Tecan Reader, infinite M1000 PRO Tecan Deutschland
2100 Bioanalyzer Agilent USA
T3000 Thermocycler Biometra®

2.4. Primersequenzen

Tabelle 1: Primersequenzen

Zielgen Vorwartsprimer 5¢-3¢ Riickwartsprimer 5¢-3¢
INHBA GGAGGGCAGAAATGAATGAA ATCTCGAAGTGCAGCGTCTT
ACVR2A GAAAGCCCAGTTGCTTAACG ATGCTTCATTCCAGGCAAAC
ACVR2B AGTTCATTGCTGCCGAGAAG TGTGATGATGTTCCCCTTGA
ALK4 CGGGCTTGTATATTGGGAGA TTCCTCAATGGAAGGGTCAG
SMAD2 ATGGAGAAACAAGTGACCAACA CACCAAAATGCAGGTTCTGA
SMAD3 CCCTGGCTACCTGAGTGAAG ATTCGGGGATAGGTTTGGAG
SMAD7 CCCGATGGATTTTCTCAAAC AGGGGCCAGATAATTCGTTC
CHI3L1 AAGCAACGATCACATCGA AAGTTCCATCCTCCGACAGA
ACTA2 CGGGACTAAGACGGGAATCCT AGAGCCATTGTCACACACCA
COL1A1 ATGACTATGAGTATGGGG TGGGTCCCTCTGTTACACTTT
OPN TTGCAGTGATTTGCTTTTGC GCCACAGCATCTGGGTATTT
TGF81 CTGAACCCGTGTTGCTCTC GAGGTATCGCCAGGAATTGT
RPL13A GTACGCTGTGAAGGCATCAA GTTGGTGTTGTTCATCCGCTTG
2.5. Expressionsanalyse mittels qPCR

Zur mRNA-Expressionsanalyse wurde ein GoTaq® qPCR Master Mix verwendet und nach
Protokoll des Herstellers (Promega) gearbeitet. Die durchgefiihrte Messung erfolgte mit einem
StepOnePlus Real Time PCR System und mit der StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems
Inc.). Als endogenes Kontrollgen wurde ribosomales protein L13a (RPLI13A) herangezogen.
Die Auswertung erfolgte unter Beriicksichtigung von Doppelbestimmungen. Proben, deren
Schmelzkurven mehr als einen cycle threshold (CT)-Wert voneinander abwichen wurden
zunédchst wiederholt und bei weiter bestehender Abweichung nicht in die Auswertung mit
einbezogen. Ebenso wurde bei CT-Werten > 35 eines AK-Anteils die gesamte Probe (fibrotisch

+ kalzifiziert) in der Auswertung nicht berticksichtigt. Die Unterschiede in der angegebenen
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Probenanzahl in den Ergebnissen ergibt sich aus diesen Ausschlusskriterien. Die
Quantifizierung der einzelnen Zielgene wurde gemél der von Livak et al. beschriebenen AACT-
Methode durchgefiihrt und nach Korrektur durch die endogene Kontrolle RPLI3A4 ermittelt
[57]. Dabei wurde bei jeder neuen Genanalyse die mRNA-Expression auf dieselbe interne

fibrotische Kontrolle bezogen.

Materialien Hersteller Artikel-Nummer
GoTag® qPCR Master Mix  Promega A6002
Nuclease-Free Water Promega Corporation P119
Laborgerite Hersteller
StepOnePlus, Real Time PCR System Applied Biosystems Inc.
2.6. Proteinaufreinigung
Aus TRI Reagent®

Die gesamte Arbeit der Proteinisolation aus der bei der RNA-Isolation mittels TRI Reagent®
anfallenden Phenol-Chloroform-Phase wurde, soweit es moglich war, unter einem Abzug und
unter gekiihlten Bedingungen durchgefiihrt. Die Proben wurden dauerhaft auf Eis gelagert. Die
Zentrifugation wurde bei 4 °C durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Proteinisolation ist an das
Protokoll der Arbeitsgruppe Ma Hongbao et. al [54] angelehnt.

Zunichst wurde die Phenol-Chloroform-Phase mit 450 pl Ethanol (100 %) pro 1,5 ml
urspriinglichen TRI Reagents® vorsichtig vermischt, fiir drei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und fiir fiinf Minuten bei 4600 rpm zentrifugiert. Das anschlieBend angefallene Pellet
wurde verworfen und der Uberstand in ein neues MikroreaktionsgefdB iiberfiihrt. Durch die
Zugabe von 2,25 ml Isopropanol (100 %) pro 1,5 ml urspriinglichen Tri Reagents® wurde der
Proteinanteil nach zehnminiitiger Inkubation mit konsekutiver zehnmintitiger Zentrifugation
bei 11400 rpm préazipitiert. Es folgten drei Reinigungsschritte des Pellets mit 0,3 M Guanidin-
Hydrochlorid in Ethanol (95 %), 20-miniitiger Inkubation und fiinfminiitiger Zentrifugation bei
9000 rpm. AbschlieBend wurde ein Reinigungsschritt mit Ethanol (100 %) durchgefiihrt und
das Pellet zehn Minuten lang bei Raumtemperatur getrocknet. Das gereinigte Pellet wurde in

200 pl Natriumaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS, 1 %) gelost und bei -20 °C gelagert.

In RDS5-54-Verdiinnungslosung
Die gesamte Arbeit der Proteinisolation aus humanem Klappengewebe wurde, soweit es
moglich war, unter einem Abzug und unter gekiihlten Bedingungen durchgefiihrt. Die Proben

wurden dauerhaft auf Eis gelagert. Die Zentrifugation wurde bei 4 °C durchgefiihrt.
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Nachdem die Probe mit einem Mdérser bearbeitet wurde, wurde pro Gewebe 400 pl der RD5-
54-Verdiinnungslosung des QUANTIKINE® ELISA Kit hinzu pipettiert. Anschlieend folgte
zweiminiitiges Homogenisieren, worauf eine zehnminiitige Zentrifugation bei 10.000 rpm
folgte. Schlussendlich konnte die fliissige Phase abpipettiert und bis zur weiteren Verarbeitung

bei -80 °C gelagert werden.

Materialien Hersteller Artikel-Nummer
Ethanol Chromasolv® > Sigma-Aldrich 34852
99.8%
Isopropanol Sigma-Aldrich 19516
Guanidin-Hydrochlorid SIGMA G3272
Sodium dodecyl sulfate Sigma-Aldrich L3771
LiChrosolv® Water Merck Millipore 1.15333.2500
Calibrator Diluent RD5-54 R&D Systems 895598
Laborgerite Hersteller
Pellet Pestle® Merck Millipore
Homogenisator (D-8) Miccra
Zentrifuge 5804R Eppendorf

2.7. Proteinkonzentrationsbestimmung

Bicinchoninsiure (BCA)-Assay

Der BCA-Assay wurde im Verlauf der experimentellen Arbeiten mit zwei unterschiedlich
bearbeiteten Probenreihen durchgefiihrt: Mit Proben gelost in SDS (1 %) aus der Phenol-
Chloroformphase der RNA-Isolation mit TRI Reagent® und mit Proben geldst in RD5-54-
Verdiinnungslosung des QUANTIKINE® ELISA Kit.

Als Puffer fiir die Standardreihen wurde entsprechend SDS (1 %) bzw. RD5-54-
Verdiinnungslosung verwendet. Die Arbeitslosung wurde in einem Verhéltnis von 50:1 aus
einer BCA-Losung und einer Kupfer (III)-Sulfat-Pentahydrat-Losung (4 %) hergestellt. Jede
Probe wurde mit 200 ul der Arbeitslosung vermischt und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Die Absorption wurde mit einem Tecan Reader (Infinite M1000 PRO) bei einer Wellenlénge
von 562 nm ausgelesen. Nach der Erstellung einer Standardkurve und Korrektur der Absorption
durch Subtraktion des Puffers (SDS (1 %) bzw. RDS5-54-Verdiinnungslosung) konnte die

Proteinmenge der einzelnen Proben bestimmt werden.

Coomassie-basierte Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Coomassie-basierte Proteinkonzentrationsbestimmung wurde auf Basis einer Methode der

Arbeitsgruppe um Gosh et. al durchgefiihrt [58], bei der Aminosduren auf
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Chromatographiepapier mit Brilliantblau gefarbt und anschlieend in SDS (3 %) geldst werden
[6, 59].

Vor Beginn des Assays wurden folgende Losungen vorbereitet:

Bovines-Serum-Albumin (BSA)-Losung
40 mg BSA
1 ml Calibrator Diluent RD5-54

Coomassieblau-Losung

250 mg  Coomassie Brilliant Blue
40 ml Methanol

10 ml Essigsdure 100 %

50 ml LiChrosolv® Water

Entfarbelosung

50 ml Methanol

17,5ml  Essigsdure (100 %)
182,5ml LiChrosolv® Water

SDS-Losung (3%)
6g Sodium dodecyl sulfate
200 ml LiChrosolv® Water

Zundchst wurde eine in RD5-54-Verdiinnungslosung verdiinnte Standardreihe angesetzt.
AnschlieBend wurden je 5 pl der in RD5-54 geldsten Proben und die Standardreihe auf 1,5 cm?
groBe Chromatographiepapiere aufgetragen. Es folgten zehnminiitige Trocknung bei
Raumtemperatur, Farbung mit 500 ul Coomassieblau-Losung, zehn Minuten Inkubation und
mehrere Waschschritte bis eine weitere Entfarbung nicht mehr moglich war. Die Filterpapiere
wurden in neue 12-Well Platten iiberfiihrt, das Brilliantblau in 1 ml SDS (3 %) gelost und 24
Stunden inkubiert. Die Absorption wurde bei einer Wellenldnge von 590 nm mit einem Tecan
Reader (Infinite M1000 PRO) ausgelesen. Nach der Bildung einer Standardkurve und
Korrektur der Absorption durch Subtraktion der RD5-54 Verdiinnungslésung konnte die

Proteinmenge der einzelnen Proben bestimmt werden.

Materialien Hersteller Artikel-Nummer
Bicinchoninic Acid Solution  Sigma-Aldrich B9643

Reagent A

Cooper(II) Sulfate Sigma-Aldrich C2284
Pentahydrate Solution (4 %)

BSA Protein Standard Sigma-Aldrich P0919

SDS Sigma-Aldrich L3771
LiChrosolv® Water Merck Millipore 1.15333.2500
Calibrator Diluent RD5-54 R&D Systems 895598
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Coomassie Brilliant Blue Roth 9598.2

Methanol VWR Chemicals 20847.320
Essigsdure 100 % Roth 6755.2
Ampuwa Spiillésung Fresenius Kabi AG 1080181
Whatman Chromatographie =~ Roth CL75.1
Papier
Laborgerite Hersteller
Tecan Reader, Infinite M1000 PRO Tecan Deutschland
Vibrax VXR Schiittler IKA Deutschland

2.8. Activin A Enzyme linked Immunosorbent Assay

Die INHBA-Konzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe eines Quantikine® ELISA
durchgefiihrt. Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers (R&D Systems) gearbeitet.

Zur Plattenvorbereitung wurden Streptavidin beschichtete Wells mit 200 pl biotinylierten
Antikorpern befiillt, fiir 15 Minuten auf einem Mikrotiterplattenschiittler bei 500 rpm inkubiert
und zweimalig mit 400 pl Waschpufferlosung gereinigt. Es folgten 100 pl der Assay
Verdiinnungslosung RD1-98 und 100 ul der zuvor verdiinnten Standardreihe und der
aufgearbeiteten =~ Proben. Durch die dreistiindige Inkubationszeit auf einem
Mikrotiterplattenschiittler bei 500 rpm konnten die Antikdrper binden. Fiinfmaliges Reinigen
mit 400 pl Waschpufferlosung entfernte ungebundene Probenanteile, sodass der verbliebene
gebundene Anteil nach Zugabe von 200 pl INHBA-Konjugat wiederum mit der INHBA -
Untereinheit binden konnte. Es folgte abermals flinfmaliges Reinigen mit 400 pl
Waschpufferlosung. Durch 200 pl Substratlosung kam es je nach INHBA-Konzentration zu
einem bldulichen Farbumschlag. Nach der Zugabe von 50 ul Stopplosung, konnte die
Absorption innerhalb von 30 Minuten mit einem Tecan Reader (Infinite M1000 PRO) bei einer
Wellenldnge von 450 nm ausgelesen werden. Es folgten die Bildung einer Standardkurve, die
Korrektur der Absorption durch Subtraktion der RDS5-54-Verdiinnungslosung und

schlussendlich die Bestimmung der INHBA-Konzentration der einzelnen Proben.

Materialien Hersteller Artikel-Nummer
Quantikine® ELISA R&D Systems DACO00B

Activin A Immunoassay

LiChrosolv® Water Merck Millipore 1.15333.2500
Laborgerite Hersteller

Tecan Reader, Infinite M1000 PRO Tecan Deutschland

Vibrax VXR Schiittler IKA Deutschland
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2.9. Histologie und Immunhistochemie

Zur mikroskopischen Beurteilung fibrotischer und kalzifizierter Anteile einer Tasche wurden
diese in KP-CryoCompound® separat eingebettet und bei -80 °C gelagert. Anschliefend
wurden 5 pum dicke Gewebsschnitte auf Objekttriger aufgetragen. Die Lagerung der
Objekttrager bis zur Farbung erfolgte bei -20 °C. Nach erfolgter Farbung folgte die digitale
Bildaufnahme der Gewebsschnitte mit dem Programm Leica Application Suite (Version

V3.8.0). Zur finalen Bearbeitung wurde das Bildbearbeitungsprogramm GIMP (Version 2.8.22)

verwendet.
Materialien/Geriite Hersteller Artikel-Nummer
Cryostat Leica Biosystems CM-1950
Feather S35 Cell Path Ltd. JDA-0100-00A
Microtome Blades
Filterpapiere Macherey-Nagel 531024
Heiz- und Magnetriihrer Roth MHI5
Rotilabo®
Histology tissue molds Medite 48-6301-00
7x7x5 mm
Isopenthan Roth 3927.2
KP-CryoCompound Klinipath 1620C
Menzel™ Cover Slips Thermo Scientific Menzel 10767371
24x50mm
Mikroskop Leica DM2000
Roti®-Histokitt 11 Roth T160.2
SuperFrost® Plus R. Langenbrinck GmbH 03-0060
Objekttriager 25x75x1,0 mm
Waage Sartorius BP110S

2.9.1. Himatoxylin Eosin Farbung

Eine Hiamatoxylin Eosin Fiarbung wurde als Ubersichtsfirbung angefertigt. Himatoxylin hat
eine dunkelblduliche Farbe und farbt vor allem saure Zellbestandteile. Eosin hingegen stellt den
pinken Anteil der Fiarbung dar und firbt vorwiegend unspezifisch azidophile Proteine.
Typischerweise erscheinen somit die im Zellkern enthaltene DNA bldulich, wéahrend
Zytoplasma, Zellmembran und Proteine der EZM in pink unterschiedlicher Intensitdt geféarbt

werden [60].
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Vor Beginn der Farbung wurden folgende Losungen vorbereitet:

Eosin-Ldsung

lg Eosin B

100 ml Demineralisiertes Wasser
100 ml Ethanol 99,5 %

200 ul Eisessig

4-5 % Essigsdure
10 ml Essigsédure (100 %)
190 ml Demineralisiertes Wasser

Zu Beginn wurden die 5 um dicken Schnitte eine Minute lang in zuvor filtrierter Gill-
Hiamatoxylin-Losung getaucht, gefolgt von einer Minute demineralisiertem Wasser, einer
Minute 4-5 % Essigsdure und einer weiteren Minute demineralisiertem Wasser. AnschlieSend
wurden die Schnitte zwei Minuten lang unter flieBendes Leitungswasser gestellt, wobei der
Wasserstrahl nicht direkt auf die Priparate lief. Es folgte eine Minute in 70 % Alkohol und 12
Minuten in der Eosin-Losung, die zuvor gefiltert wurde. Nachfolgend wurden die Schnitte
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (96 %, 100 %, Xylol) zweimalig je eine Minute
entwissert. Nach der Trocknung der Préparate folgte das Eindecken des Objekttragers mittels

Roti®-Histokit II. Um das spétere Austrocknen zu verhindern, wurde das Deckglas zusétzlich

mit Nagellack fixiert.
Chemikalien/Losungen Hersteller Artikel-Nummer
Demineralisiertes Wasser Fischar 18880
Eosin B Sigma-Aldrich 861006-100G
Essigsdure 100 % Roth 6755.2
Ethanol 99,5 % VWR Chemicals 85033.360
Gill 3 Himatoxylin Thermo Scientific 6765009
Xylol VWR Chemicals 28975.325

2.9.2. Von Kossa Farbung

Eine von Kossa Férbung wurde zum mikroskopischen Nachweis von Kalzifizierungen
angefertigt. In dieser Fiarbung reagieren Silber Kationen mit in Kalziumablagerungen
befindlichem Phosphat und Karbonat. AnschlieBend werden diese durch Licht und
Natriumkarbonat-Formaldehydlosung reduziert und in Form von schwarzbraunen

Ablagerungen sichtbar [61].
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Vor Beginn der Farbung wurden folgende Losungen vorbereitet:

Silbernitratlosung (5 %)
200 ml Demineralisiertes Wasser
10¢g Silbernitrat

Natriumthiosulfat-Losung (5 %)
200 ml Demineralisiertes Wasser
10g Natriumthiosulfat

Natriumkarbonat-Formaldehydlosung
150 ml Demineralisiertes Wasser
50 ml Formaldehyd

10g Natriumkarbonat

Anfangs wurden die Schnitte acht Minuten lang in auf -20 °C gekiihltes Aceton getaucht.
Darauf folgte flinfminiitiges Lufttrocknen. AnschlieBend wurden die Objekttrager kurz in
demineralisiertes Wasser getaucht und eine Stunde lang in Silbernitratlosung (5 %) starker
Lichtstrahlung ausgesetzt. Es folgten dreimalig dreimintitiges Spiilen, zwei Minuten Reduktion
in Natriumkarbonat-Formaldehydlosung und zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser.
Zur Entfernung von tiberschiissigem Silber wurde fiinf Minuten Natriumthiosulfatlésung (5 %)
verwendet. AnschlieBend wurden die Objekttriger nochmals gespiilt, mit Kernechtrot-
Aluminiumsulfat gefarbt, gespiilt und iiber eine aufsteigende Alkoholreihe entwissert (50 %,
70 %, 90 %, 100 % Ethanol, Xylol). Nach zwanzigminiitiger Trocknung der Priparate folgte
das Eindecken des Objekttragers mittels Roti®-Histokit II. Um das spitere Austrocknen zu

verhindern, wurde das Deckglas zusitzlich mit Nagellack fixiert.

Chemikalien/Losungen Hersteller Artikel-Nummer
Aceton Merck Millipore 1.00003.1000
Demineralisiertes Wasser Fischar 18880
Ethanol 99,5% VWR Chemicals 85033.360
Formaldehydldsung 37% Roth 4979.2
Kernechtrot Roth N069.1
Aluminiumsulfatlosung

Natriumkarbonat Merck Millipore 1.06392.1000
Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich 72049
Silbernitrat VWR Chemicals 21570.238
Xylol VWR Chemicals 28975.325

2.9.3. Movat Pentachrom Firbung

Die Movat Pentachrom Firbung wurde als Ubersichtsfirbung zur Beurteilung der EZM
angefertigt [62]. Die Farbung wurde auf Basis der von H. K. Russell Jr. modifizierten Methode
durchgefiihrt [63], bei der Zellkerne und elastische Fasern schwarz, Muskulatur blau, Kollagen
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und retikuldres Bindegewebe gelb, Glykosaminoglykane griin und Fibrin intensiv rot gefarbt

werden.

Vor Beginn der Farbung wurden folgende Losungen vorbereitet:

Alkalischer Alkohol
360 ml Ethanol (96 %)
40 ml Ammoniumhydroxid (30 %)

Bouin’s Losung

300 ml Pikrinsdure

100 ml Formaldehyd (37-40 %)
20 ml Essigsédure (100 %)

Natriumthiosulfat-Losung
200 ml Demineralisiertes Wasser
10 mg Natriumthiosulfat

Alcianblaue Losung
2¢g Alcianblau
200 ml Demineralisiertes Wasser

Alkoholische Himatoxylin (2 %)-Lsung
10 g Himatoxylin
500 ml Ethanol (96 %)

Eisenchlorid-Losung
12,4 ¢ Eisen-Chlorid-Hexahydrat
500 ml Demineralisiertes Wasser

5 ml Salzsdure (32-37 %)
Jodlosung

10 g Jod

20 g Kaliumjodid

500 ml Demineralisiertes Wasser

Brilliant Crocein R Stock
4¢g Brilliant Crocein R
398 ml Demineralisiertes Wasser

Saurefuchsin Stock

0,5¢g Saurefuchsin
2,5 ml Essigsédure (100 %)
497,5 ml Demineralisiertes Wasser

Phosphorwolframsaure-Ldsung
25¢ Phosphorwolframsaure
500 ml Demineralisiertes Wasser

Eisessig (1 %)
5ml Essigsédure (100 %)
495 ml Demineralisiertes Wasser
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Alkoholische Safranlosung
12¢g Safran du Gatinais
200 ml Ethanol (100 %)

Zusatzlich war zu beachten, dass die Jodlosung und der Séurefuchsin Stock 24 bzw. der
alkoholische Safran 48 Stunden zuvor angefertigt wurden. Der alkoholische Safran wurde bei
60 °C in einer luftdichten Flasche erhitzt. Die Objekttriger wurden iiber Nacht bei 37 °C
gelagert.

Die Schnitte wurden nach dem Anfertigen der Losungen fiinf Minuten in demineralisiertes
Wasser, zehn Minuten in Formaldehydlosung (4 %) und nochmals fiinf Minuten in
demineralisiertes Wasser getaucht. Darauf folgten zehn Minuten in auf 50 °C erhitzter Bouin’s
Losung, Spiilen, fiinf Minuten in Natriumthiosulfat (5 %), Spiilen, und 20 Minuten in
Alcianblau (1 %) mit anschlieBendem Spiilen. Danach wurden die Schnitte zehn Minuten in
erhitztem alkalischem Alkohol stabilisiert, gespiilt, neun Minuten in frisch angesetzter
Weigert’s Working-Solution (60 ml Hamatoxylin (2 %), 40 ml Eisenchlorid, 20 ml Jodldsung)
getirbt, gespiilt und eine Minute in frisch angesetzter Brilliant-Crocein-Sdurefuchsin Working-
Solution (80 ml Brilliant Crocein R Stock, 20 ml Siurefuchsin Stock) gefarbt und gespiilt. Es
folgten drei Waschschritte mit demineralisiertem  Wasser, fiinf Minuten in
Phosphorwolframséure (5 %), fiinf Minuten in Essigsdure (1 %), gefolgt von drei weiteren
Waschschritten. Anschliefend wurden die Schnitte {iber eine aufsteigende Alkoholreihe
entwissert, acht Minuten in alkoholischem Safran geférbt, gespiilt, nochmals entwéssert und
mittels Xylol dreimal fiinf Minuten entfettet. Nach zwanzigminiitigem Lufttrocknen folgte das
Eindecken mittels Roti®-Histokit II. Um das spétere Austrocknen zu verhindern, wurde das

Deckglas zusitzlich mit Nagellack fixiert.

Chemikalien/Losungen Hersteller Artikel-Nummer
Alcianblau SIGMA AS5268-25G
Ammoniaklosung 30% Roth CP17.1
Brilliant Crocein R Waldeck 1B-109
Demineralisiertes Wasser Fischar 18880
Eisenchlorid III Hexahydrat ~ Sigma-Aldrich 236489-100G
Essigsdure 100% Roth 6755.2
Ethanol 99,5% VWR Chemicals 85033.360
Formaldehydlosung 37% Roth 4979.2
Héamatoxylin Sigma-Aldrich H3136-25G
HC1 37% Merck Millipore 1.00317.1000
Jod Roth 7935.1
Kaliumjodid Roth 8491.3
Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich 72049
Phosphorwolframsaure Sigma-Aldrich P4006-250G
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Pikrinsaure VWR Chemicals 84512.260

Safran du Gatinais Waldeck 5A-394
Saurefuchsin Roth T128.1
Xylol VWR Chemicals 28975.325

2.9.4. Immunbhistologische Farbungen

Immunhistochemische DAB (3,3°‘-Diaminobenzidine)-Farbungen wurden zur Darstellung
verschiedener Zellen und zur Beurteilung des extrazelluliren Bindegewebes angefertigt. Dabei
binden humane Antikorper die Zielstruktur und je nach Wirt des Primérantikorpers wird ein
entsprechender Sekunddrantikorper ausgewéhlt. Den Waschschritten zur Beseitigung
unspezifisch gebundener Antikorper folgt die Zugabe von DAB. Bei den noch vorhandenen
Sekundirantikorpern fiihrt dies, katalysiert durch eine Peroxidase (horseradish peroxidase,
HRP), zu einem braunen Farbumschlag und die urspriingliche Bindung des Primérantikorpers
wird sichtbar. Durch immunhistochemische Fiarbungen konnten Endothelzellen (Anti-Von-
Willebrand-Faktor), COLA1 (Anti-CollAl) und Elastin (Anti-Elastin) im Klappengewebe

nachgewiesen werden.

Vor Beginn der Farbung wurden folgende Losungen vorbereitet:

Triton X-Losung (0,25 %)
99,75 ml Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
250 pl Triton X-Losung

BSA-Losung (5 %)
99,9 ml PBS

100 pl Tween ® 20 Detergent

5g BSA

Wasserstoffperoxid (3 %)

72 ml PBS

8 ml Wasserstoffperoxid (30 %)

Salzsdure (1 %)
2,703 ml Salzsdure (37 %),
97,297 ml Demineralisiertes Wasser

TB-Pufferlosung
1000 ml Demineralisiertes Wasser
60,57 g Tris-aminomethan

Um spitere Vermischungen mit der auf dem gleichen Objekttriger befindlichen
Negativkontrolle zu vermeiden, wurden die Gewebsschnitte zundchst mit einem Dako Pen
umrandet. AnschlieBend folgte eine zehnminiitige Fixation in Formaldehydlosung. Nach drei

Waschschritten in PBS wurden die Objekttrager zehn Minuten in Triton X-Losung getaucht. Es
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folgten drei weitere Waschschritte und eine 60-mintitige Blockierung in BSA-Losung (5 %).
Nach kurzer Zwischenlagerung in PBS wurde der Primirantikérper in zuvor hergestellter
Verdiinnung auf die Gewebsschnitte pipettiert und 60 Minuten in einer Feuchtkammer
inkubiert. Einer weiteren Zwischenlagerung in PBS und zehnminiitigen Blockierung mit
Wasserstoffperoxid (3 %) folgten abermals drei fiinfminiitigen Waschschritte. Anschliefend
wurde der Sekundirantikorper in entsprechender Verdiinnung auf die Gewebsschnitte pipettiert
und 45 Minuten inkubiert. Es folgten erneutes Waschen, zehn Minuten in TB-Pufferl6sung und
eine fiinfminiitige Inkubation mit DAB bis zum mikroskopisch sichtbaren braunen
Farbumschlag. Bei Eintreten des Farbumschlages wurden die Objekttriger fiinf Minuten in TB-
Pufferlosung getaucht. Dem Auswaschen mit destilliertem Wasser folgte die Férbung mit
Hamalaunlosung, sowie eine Oxidation durch kurzzeitiges Eintauchen in Salzsdure (1 %).
Abschliefend wurden die Objekttrager fiinf Minuten unter laufendem Leitungswasser gespiilt
und mit Ethanol (99 %) entwissert. Nach kurzzeitigem Lufttrocknen folgte das Eindecken
mittels Roti®-Histokit II. Um das spétere Austrocknen zu verhindern, wurde das Deckglas

zusétzlich mit Nagellack fixiert.

Chemikalien/Losungen Hersteller Artikel-Nummer
Albumin Fraktion V Roth 8076.3

DAB Substrat Kit Zytomed DABS530

Dako Pen Agilent Technologies S2002
Demineralisiertes Wasser Fischar 18880

Ethanol 99,5% VWR Chemicals 85033.360
Formaldehydldsung 4% Roth A5268-25G

Mayers Hdmalaunlosung Merck Millipore 1092490500

PBS Thermo Fisher scientific 14190144

Salzsdure 37% Roth 2601.1
Tris(hydromehtyl)- Merck Millipore 1083822500
aminomethan

Triton X-100 Sigma T9284

Tween ® 20 Detergent Calbiochem 655205
Wasserstoffperoxid 30% Roth 9681.1
Primérantikorper Hersteller Artikel-Nummer Verdiinnung
Anti-Elastin Abcam AB21610 1:50
Anti-Kollagen Typ 1 Merck Millipore AB758 1:20
Anti-Von-Willebrand- Agilent Technologies A0082 1:300
Faktor

Sekundiirantikérper Hersteller Artikel-Nummer Verdiinnung
Anti Kaninchen IgG Dianova 111-035-003 1:500
Anti Ziege IgG Dianova 305-035-003 1:500
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2.10. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der in der Arbeit erhobenen Daten und zur graphischen
Darstellung wurde die Statistiksoftware GraphPad Prism (Version 6.01) verwendet.
Unabhédngig von der verwendeten Statistik wurden die Ergebnisse als Mittelwerte =+
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant
angesehen und entsprechend gekennzeichnet.

Bei Vergleichen zwischen zwei Gruppen wurde entweder ein Wilcoxon Test oder ein Mann-
Whitney Test durchgefiihrt. Der Wilcoxon Test wurde bei abhéngigen Stichproben wie z.B.
dem Vergleich zwischen fibrotischen und kalzifizierten Anteilen einer AK-Tasche des gleichen
Patienten verwendet. Der Mann-Whitney Test wurde hingegen bei unabhingigen Stichproben
wie z.B. dem Vergleich zwischen AK von Diabetikern und Nicht-Diabetikern verwendet. Fiir
Vergleiche mit vier Gruppen und zwei Variablen wurde ein 2way ANOV A mit Tukey s multiple
comparison Testung durchgefiihrt. Die statistische Analyse der Patientendaten erfolgte bei
kategorialen Variablen mittels Fisher’s exact Test und bei kardinale Variablen mittels Mann-

Whitney Test.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkohorten

Fiir die Genexpressionsanalysen wurden AK-Taschen von 36 Nicht-Diabetikern mit den AK-
Taschen von 19 Diabetikern verglichen (Tabelle 2). In beiden Kohorten waren iiberwiegend
Minner (non-T2D: 88,5 %; T2D: 73,7 %; p = 0,253) im Alter zwischen 68 und 74 Jahren (non-
T2D: 70 £ 1,9; T2D: 72 £ 1,2; p = 0,628) vorhanden. Die primire OP-Indikation in beiden
Kohorten war iiberwiegend eine AS (non-T2D: 80,8 %; T2D 73,7 %; p = 0,572).
Kardiovaskuldre Risikofaktoren, wie arterielle Hypertonie, Dyslipoproteinimie oder eine
positive Raucheranamnese zeigten keine Unterschiede in der Privalenz beider Gruppen. Auch
bei der Dauermedikation der Patienten waren, mit der Ausnahme von Statinen, die in der
Kohorte der Diabetiker signifikant 6fter eingenommen wurden (non-T2D: 50%; T2D: 89,5%;
p = 0,009), keine Unterschiede zu sehen. Diabetiker hatten im Durchschnitt einen signifikant
hoheren Korpermasseindex (Body-Mass-Index, BMI) als Nicht-Diabetiker (non-T2D: 27 £ 0,9;
T2D: 20,6 = 1,1; p = 0,004) und zeigten den erwartungsgeméfBen Unterschied des
durchschnittlichen HbAlc (non-T2D: 5,5 £ 0,1; T2D: 7,4 + 0,3; p < 0,001).

Fir die Proteinkonzentrationsbestimmung wurden innerhalb der bereits beschriebenen
Patientenkohorte 5 Nicht-Diabetiker mit 5 Diabetikern verglichen. Ebenso wurden bei den
histologischen Arbeiten 3 Nicht-Diabetiker mit 3 Diabetikern innerhalb derselben Kohorte

miteinander verglichen.

Tabelle 2: Patientenkohorten zur Genexpressionsanalyse, Proteinkonzentrationsbestimmung und
histologischen Aufarbeitung humaner AK-Taschenproben

Da bei der Analyse der Degenerationsstadien immer Klappenanteile derselben AK-Tasche und somit auch
desselben Patienten verglichen wurden, wurde auf eine Auflistung mit fibrotischen und kalzifizierten
Probenanteilen verzichtet. Kategoriale Variablen, wie Geschlecht und Komorbidititen, werden als absolute
Anzahl mit prozentualem Anteil der entsprechenden Kohorte (non-T2D vs. T2D) angegeben. Die statistische
Analyse kategorialer Variablen erfolgte mittels Fisher’s exact test. Kardinale Variablen, wie Alter und
Korpermasseindex, werden als Mittelwert = SEM angegeben. Die statistische Analyse kardinaler Variablen
erfolgte mittels Mann Whitney test. Abkiirzungen: GFR = glomerulére Filtrationsrate, CKD = chronische

Nierenerkrankung, ACE = Angiotensin konvertierendes Enzym.

Gesamt non-T2D T2D p-Wert
n =45 n=26 n=19
Geschlecht (ménnlich), n (%) 37 (82,2) 23 (88,5) 14 (73,7) 0,253
Alter (Jahre) 71+£1.2 70+ 1,9 72+1,2 0,628
Ké&rpermasseindex (kg/m?) 28,5+0,7 27+0,9 30,6 1,1 0,004
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Operative Primérindikation, n (%)
Aortenklappenstenose 35(77,8) 21 (80,8) 14 (73,7) 0,572
Koronare Herzkrankheit 9(20,0) 5(19,2) 4(21,1) 0,880
Andere 1(2,2) 0(0,0) 1(5,3) 0,237
Kardiovaskuldre Risikofaktoren, n (%)
Positive Raucheranamnese 12 (26,7) 8(30,8) 4(21,1) 0,517
Arterielle Hypertonie 43 (95,6) 24 (92,3) 19 (100) 0,501
Dyslipoproteindmie 28 (62,2) 14 (53,8) 14 (73,7) 0,222
Komorbidititen, n (%)
Nierenfunktion (GFR)
normal (> 90 ml/min) 5(11,1) 4(15,4) 1(5,3) 0,378
milde CKD (60-89 ml/min) 20 (44,4) 12 (46,2) 8 (42,1) 1,000
moderate/schwere CKD (< 60 ml/min) 20 (44,4) 10 (38,5) 10 (52,6) 0,379
Koronare Herzkrankheit 35(77,8) 19 (73,1) 16 (84,2) 0,481
Extrakardiale Gefaflerkrankungen 6 (13,3) 4(15,4) 2(10,5) 1,000
Medikamente, n (%)
Statine 30 (66,7) 13 (50,0) 17 (89,5) 0,009
Diuretika 16 (35,6) 8(30,8) 8 (42,1) 0,534
ACE-Inhibitoren 28 (62,2) 13 (50,0) 15 (78,9) 0,066
B-Adrenozeptor Antagonisten 25 (55,6) 15 (57,7) 10 (52,6) 0,770
Antikoagulanzien
Orale Antikoagulanzien 11(24,4) 5(19,2) 6 (31,6) 0,485
Acetylsalicylsdure 24 (53,3) 16 (61,5) 8 (42,1) 0,237
Laborwerte
HbAlc (%) 6,4+0,2 5,5+0,1 7.4+0,3 < 0,001
Serumkreatinin 1,5+0,2 1,7+0,4 1,2+0,1 0,727
Thrombozyten 2327+7,9 228,6 11,2 2382+11,2 0,949
Leukozyten 8+04 119+4,1 8,1+0,5 0,967
C-reaktives Protein 0,6+0,2 0,6 £0,2 0,6 0,3 0,546
3.2. Charakterisierung der Genexpression

3.2.1. Integrititsmessung

Vor Beginn der Genexpressionsanalysen mittels qPCR wurden Qualitdtskontrollen durch

Ermittlung der RNA Integrity Number durchgefiihrt. Die Integrititsmessung zeigte bei der

Analyse aller Proben einen Mittelwert von 6,71. Der Standardfehler war hierbei 0,27.

3.2.2. Genexpression der Activin A-Signalkaskade

Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses des INHBA-Systems auf die Progredienz der
Degeneration der CAVD wurde die Genexpression in humanen fibrotischen und kalzifizierten
AK-Taschenanteilen verglichen. Unterschieden wurde dabei zwischen INHBA selbst, dessen
Rezeptoren (ACVR2A4, ACVR2B, ALK4) und den intrazelluldren Signalmolekiilen (SMAD2,
SMAD3 und SMAD?7). INHBA und seine Rezeptoren waren im kalzifizierten Taschenanteil
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signifikant stiarker exprimiert als im fibrotischen Anteil (/INHBA fibrotisch: 0,60 + 0,05, INHBA
kalzifiziert: 0,83 += 0,07; p = 0,001; ACVR2A4 fibrotisch: 0,72 + 0,05, ACVR2A kalzifiziert: 0,99
+0,04; p <0,001; ACVR2B fibrotisch: 0,43 + 0,03, ACVR2B kalzifiziert: 0,55 + 0,04; p < 0,001,
ALKA4 fibrotisch: 0,26 + 0,02, ALK4 kalzifiziert: 0,35 + 0,02; p < 0,001; Abbildung 5). Im
Gegensatz zeigten Molekiile der intrazelluldren Signalkaskade keine signifikanten
Unterschiede in der Genexpression (SMAD? fibrotisch: 0,70 + 0,04, SMAD?2 kalzifiziert: 0,68
+ 0,03; p = 0,964; SMAD3 fibrotisch: 0,40 = 0,03, SMAD3 kalzifiziert: 0,38 + 0,02, p = 0,607;
SMAD?7 fibrotisch: 0,89 £ 0,11, SMAD7 kalzifiziert: 0,85 £ 0,07, p = 0,427; Abbildung 6).

INHBA ACVR2A ACVR2B ALK4
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Abbildung 5: mRNA-Expression der INHBA-Signalkaskade in humanen fibrotischen und kalzifizierten
Anteilen einer AK-Tasche

Gezeigt ist die relative Genexpression von /INHBA und dessen Rezeptoren (ACVR2A4, ACVR2B und ALK4) in
fibrotischen und kalzifizierten Anteilen der AK. Die Werte wurden auf eine fibrotische Klappenprobe bezogen

und werden hier als Mittelwert = SEM dargestellt. *: p < 0,05.
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Abbildung 6: mRNA-Expression der intrazelluléiren Signalmolekiile in humanen fibrotischen und
kalzifizierten Anteilen einer AK-Tasche

Gezeigt ist die relative Genexpression der intrazelluldren Signalmolekiile SMAD2, SMAD3 und SMAD7 im
fibrotischen und kalzifizierten Klappenanteil. Die Werte wurden auf eine fibrotische Klappenprobe bezogen

und werden hier als Mittelwert + SEM dargestellt.

3.2.3. Genexpression von Umbau- und Degenerationsmarkern

Als Biomarker der CAVD beschrieben und im Rahmen der Degeneration beteiligt, zeigen sich
auch extrazelluldre Strukturproteine und matrizellulére Proteine [64]. Zum Nachweis einer
Beteiligung am fortschreitenden Kalzifizierungsprozess wurden ACTA2, COLIAI, TGFp1,
Chitinase-3-like-1 (CHI3L1) und OPN analysiert. ACTA?Z ist dabei als ein Aktivierungsmarker
in VICs anzusehen [65]. Ein Unterschied in der Genexpression in den verglichenen AK-
Taschenanteilen liel sich jedoch nicht nachweisen (4CTA2 fibrotisch: 0,40 £+ 0,03, ACTA2
kalzifiziert: 0,43 + 0,03; p = 0,318; Abbildung 7). ColliAl, ein Marker fir Umbau- und
beginnende Degenerationsprozesse, zeigte hingegen eine signifikante Hochregulation im
kalzifizierten Klappenanteil (COLIAI fibrotisch: 0,43 + 0,09, COLIAI kalzitiziert: 12,36 +
3,305; p < 0,001, Abbildung 7). Mehrere Publikationen deuten darauf hin, dass 7GFfI an
degenerativen Prozessen beteiligt ist und vor allem in Phasen der Fibrosierung eine Rolle spielt
[66, 67]. Bei der Analyse der AK-Taschenanteile lie sich eine signifikante Hochregulation der
Genexpression von 7GFf1 in kalzifiziertem AK-Gewebe nachweisen (T7GFp1 fibrotisch: 0,59
+ 0,04; TGFp1 kalzifiziert: 1,09 = 0,07; p < 0,001, Abbildung 7). CHI3L1 wurde bereits als
Biomarker der AS identifiziert [68]. Bei der Genexpressionsanalyse zeigte CHI3LI in

kalzifizierten AK-Taschenanteilen eine signifikant stirkere Genexpression (CH/3L1 fibrotisch:
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0,13 = 0,06; CHI3LI kalzifiziert: 0,77 = 0,12; p < 0,001, Abbildung 7). Wie bereits in

Abbildung 2 gezeigt ist OPN an Kalzifizierungsprozessen der AK sowie der osteogenen

Differenzierung beteiligt [69]. Im Rahmen der Genexpressionsanalysen liel sich in

kalzifizierten AK-Taschenanteilen eine deutliche Hochregulation nachweisen (OPN fibrotisch:

0,53 £ 0,15, OPN kalzifiziert: 16,57 + 2,28; p <0,001; Abbildung 7).
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Abbildung 7: mRNA-Expression von Umbau und Degenerationsmarkern in humanen fibrotischen
und kalzifizierten Anteilen einer AK-Tasche

Gezeigt ist die relative Genexpression der Proteine ACTA2, COLIAI, TGFf1, CHI3LI und OPN im
fibrotischen und kalzifizierten Klappenanteil. Die Werte wurden auf eine fibrotische Klappenprobe bezogen

und werden hier als Mittelwert = SEM dargestellt. *: p < 0,05.
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3.2.4. Einfluss von Diabetes mellitus Typ 2 auf die Genexpression
der Activin A-Signalkaskade

INHBA wird in der Literatur auch in Zusammenhang mit diabetischer Kardiomyopathie
gebracht [70]. Um einen moglichen Zusammenhang von INHBA, T2D und CAVD zu
untersuchen, wurde zusétzlich zur Messung der Genexpression in fibrotischen und
kalzifizierten AK-Taschenanteilen, auch zwischen T2D und non-T2D unterschieden. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression von INHBA (non-T2D fibrotisch:
0,58 + 0,05, T2D fibrotisch: 0,62 £+ 0,08, p = 0,981; non-T2D kalzifiziert: 0,80 + 0,06, T2D
kalzifiziert: 0,86 £ 0,14, p=0,950), ACVR2A (non-T2D fibrotisch: 0,68 + 0,05, T2D fibrotisch:
0,77 £ 0,09, p = 0,731; non-T2D kalzifiziert: 0,98 + 0,05, T2D kalzifiziert: 1,01 £ 0,06, p =
0,981), ACVR2B (non-T2D fibrotisch: 0,46 + 0,05, T2D fibrotisch: 0,39 + 0,4, p = 0,686; non-
T2D kalzifiziert: 0,62 + 0,06, T2D kalzifiziert: 0,45 = 0,03, p = 0,063) und ALK4 (non-T2D
fibrotisch: 0,27 + 0,04, T2D fibrotisch: 0,25 + 0,03, p = 0,980; non-T2D kalzifiziert: 0,37 £
0,04, T2D kalzifiziert: 0,32 = 0,02, p = 0,644) in Klappenproben von T2D und non-T2D
(Abbildung 8).

Wihrend die intrazelluldren Signalmolekiile SMAD2 (non-T2D fibrotisch: 0,64 + 0,04, T2D
fibrotisch: 0,78 + 0,08, p = 0,217; non-T2D kalzifiziert: 0,69 + 0,05, T2D kalzifiziert: 0,67 £
0,03, p =0,986) und SMAD3 (non-T2D fibrotisch: 0,39 + 0,04, T2D fibrotisch: 0,42 + 0,04, p
= 0, 944; non-T2D kalzifiziert: 0,40 £ 0,04; T2D kalzifiziert: 0,35 + 0,02, p = 0,709) keine
Differenzen in der Genexpression aufwiesen, zeigte sich SMAD7 (non-T2D fibrotisch: 0,50 +
0,08; T2D fibrotisch: 1,44 + 0,17, p <0,001; non-T2D kalzifiziert: 0,54 + 0,07, T2D kalzifiziert:
1,29 + 0,07, p < 0,001) im Klappengewebe von T2D signifikant hochreguliert (Abbildung 9).
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Abbildung 8: mRNA-Expression von INHBA und seinen Rezeptoren in Klappengewebe von non-T2D
und T2D

Gezeigt ist die relative Genexpression von INHBA, ACVR2A, ACVR2B und ALK4 im fibrotischen und
kalzifizierten Klappenanteil von non-T2D und T2D. Die Werte wurden auf eine fibrotische nicht-diabetische
Klappenprobe bezogen und werden hier als Mittelwert + SEM dargestellt.
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Abbildung 9: mRNA-Expression intrazelluliirer Signalmolekiile in Klappengewebe von non-T2D und

T2D
Fibrotische und kalzifizierte AK-Klappenanteile von non-T2D und T2D wurden auf die mRNA-Expression

von SMAD2, SMAD3 und SMAD?7 untersucht. Die Werte wurden auf eine fibrotische nicht-diabetische
Klappenprobe bezogen und werden hier als Mittelwert + SEM dargestellt. *: p < 0,05.

3.2.5. Einfluss von Diabetes mellitus Typ 2 auf die Genexpression
von Umbau- und Degenerationsmarkern

Analog zu den bereits dargestellten Ergebnissen, wurde ebenfalls bei den Umbau- und
Degenerationsmarkern zwischen non-T2D und T2D unterschieden. Hierbei zeigten sich keine
Unterschiede in der Genexpression von ACTA2 (non-T2D fibrotisch: 0,40 + 0,03, T2D
fibrotisch: 0,39 = 0,04, p > 0,999; non-T2D kalzifiziert: 0,46 + 0,05, T2D kalzifiziert: 0,40 +
0,03, p =0,747), COL1AI (non-T2D fibrotisch: 0,36 + 0,06, T2D fibrotisch: 0,52 + 0,19, p >
0,9999; non-T2D kalzifiziert: 16,46 £+ 5,69, T2D kalzifiziert: 7,06 + 1,15, p = 0,055), TGFp1
(non-T2D fibrotisch: 0,58 + 0,05; T2D fibrotisch: 0,60 £ 0,05, p = 0,996; non-T2D kalzifiziert:
1,07 £ 0,09; T2D kalzifiziert: 1,12 = 0,11, p = 0,972), CHI3L1 (non-T2D fibrotisch: 0,17 +
0,08; T2D fibrotisch: 0,05+ 0,01, p=0,929; non-T2D kalzifiziert: 0,86 + 0,15, T2D kalzifiziert:
0,55+ 0,14, p=0,416) und OPN (non-T2D fibrotisch: 0,43 + 0,08, p = 0,999 ; T2D fibrotisch:
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0,67 £ 0,35, non-T2D kalzifiziert: 16,97 + 2,82; T2D kalzifiziert: 16,03 + 3,85, p = 0,992;
Abbildung 10).
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Abbildung 10: mRNA-Expression von Umbau- und Degenerationsmarkern in Klappengewebe von
non-T2D und T2D

Fibrotische und kalzifizierte AK-Klappenanteile von non-T2D und T2D wurden auf die mRNA-Expression
von ACTA2, COLIAI, TGFf1, CHI3LI und OPN untersucht. Die Werte wurden auf eine fibrotische nicht-
diabetische Klappenprobe bezogen und werden hier als Mittelwert + SEM dargestellt.
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3.3. Proteinexpression von Activin A und der Einfluss von
Diabetes mellitus Typ 2

Zum Nachweis, ob das in kalzifizierten Klappengeweben vermehrt exprimierte /INHBA auch
vermehrt auf Proteinebene synthetisiert wurde, wurden BCA-basierte und Coomassie-basierte
Proteinkonzentrationsbestimmungen durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die im ELISA
erhaltene INHBA-Konzentration auf die totale Proteinkonzentration des analysierten AK-

Gewebes normiert.

Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden aufgrund von Etablierungsarbeiten BCA- und
Coomassie-basiert durchgefiihrt. Grund hierfiir war eine notwendige Komptabilitdt der
Pufferlosung (SDS vs. RD5-54) mit dem QUANTIKINE® ELISA Kit von R&D Systems.
Beim BCA-Assay mit in SDS-gelosten (1 %) Proteinlysaten aus TRI Reagent®-Phasen der
mRNA-Isolation zeigte sich eine anndhernd lineare Standardkurve. Jedoch war diese
Probenreihe im ELISA nicht auswertbar, da sich hier repetitiv fehlerhafte Standardkurven
zeigten.

Um eine Kompatibilitit mit dem QUANTIKINE® ELISA Kit zu erreichen wurde als nichstes
eine im Kit enthaltene Verdliinnungslosung verwendet (RDS5-54). In RDS5-54-
Verdiinnungslosung geloste AK-Taschenanteile fiihrten jedoch beim BCA-Assay ebenso zu
fehlerhaften Standardkurven. Diese Proteinkonzentrationsbestimmung konnte folglich ebenso
nicht zur relativen INHBA-Konzentrationsbestimmung verwendet werden.

Die Coomassie-basierte Proteinbestimmung mit RD5-54-Verdiinnungslosung erwies sich als
kompatibel zur Normierung der INHBA-Bestimmung und zeigte bei der absoluten
Proteinkonzentrationsbestimmung eine anndhernd lineare Standardkurve. Im kalzifizierten
Klappengewebe zeigte sich eine signifikant hohere Proteinkonzentration (fibrotisch: 51,62 +

1,46, kalzifiziert 63,51 £ 1,92, p < 0,001, Abbildung 11)
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Abbildung 11: Absolute Proteinkonzentration in humanen fibrotischen und kalzifizierten AK-

Anteilen
Proteine wurden aus humanen AKs isoliert, in RDS5-54-Verdiinnungslosung gelost und die
Proteinkonzentration Coomassie-basiert bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM der absoluten

Proteinkonzentration in fibrotischen und kalzifizierten AK-Anteilen. *: p < 0,05.

Activin A-Konzentrationsbestimmung

Zur Untersuchung der INHBA-Konzentration im Klappengewebe von non-T2D und T2D
wurde mit Proteinlysaten aus humanen fibrotischen und kalzifizierten AK-Anteilen gearbeitet.
Initiale Versuchsldufe mit in SDS-gelosten (1 %) Probenreihen waren aufgrund fehlerhafter
Standardreihen nicht vergleichbar. Nur in RDS5-54-Verdiinnungslosung geldste Proben
erwiesen sich mit dem QUANTIKINE® ELISA Kit kompatibel. Die ermittelte absolute
INHBA-Konzentration wurde auf die absolute Proteinkonzentration eines Klappenanteils eines
Patienten normiert.

Bei der Analyse der Daten zeigte sich keine signifikante Differenz der INHBA-Konzentration
zwischen fibrotischem und kalzifiziertem Gewebe (Abbildung 12A). Ebenso lieen sich bei
non-T2D und T2D keine signifikanten Unterschiede in kalzifiziertem Klappengewebe
nachweisen (non-T2D kalzifiziert: 0,14 + 0,01; T2D kalzifiziert: 0,13 + 0,02; p= 0,859;
Abbildung 12B). Eine Tendenz war beim Vergleich fibrotischer AK-Anteile von non-T2D und
T2D zu sehen (non-T2D fibrotisch: 0,13 + 0,01; T2D fibrotisch: 0,18 = 0,01; p = 0,143). Diese
Tendenz erwies sich jedoch bei isoliertem Vergleich mittels Mann Whitney test als signifikant

(p =0,019; Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Relative INHBA-Konzentration in AK-Anteilen bei non-T2D und T2D

Mittels des QUANTIKINE® ELISA Kits ermittelte INHBA-Konzentrationen wurden auf die Coomassie-
basierte Proteinkonzentration normiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM der INHBA-Konzentration pro
Gesamtproteinkonzentration in pg/ug. A: Isolierte Betrachtung aller fibrotischen und kalzifizierten AK-Anteile
unabhingig der Vorerkrankungen der Patienten. Bei der Auswertung mittels Wilcoxon test zeigte sich keine
signifikante Differenz der INHBA-Konzentration. B: Bei der Auswertung mittels 7wo-way ANOVA zeigte sich
keine signifikante Differenz der INHBA-Konzentration. Bei isolierter Betrachtung der fibrotischen
Klappenanteile und Analyse mittels Mann Whitney test zeigte sich eine signifikant erhohte INHBA-

Konzentration in Gewebe von T2D (*).
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3.4. Histologische Darstellung von Matrixbestandteilen

degenerierter humaner Aortenklappen

Fibrotischer Klappenanteil Kalzifizierter Klappenanteil

non-T2D T2D non-T2D T2D

A: Hadmatoxylin
Eosin

2
2
E

B: Von Kossa
iy
4

C: Movat
Pentachrom

Abbildung 13: Histologische Firbungen fibrotischer und kalzifizierter AK-Taschenanteile bei non-
T2D und T2D

Abgebildet sind 5 um dicke Gewebsschnitte fibrotischer und kalzifizierter Klappenanteile. A1-4: In der
Ubersichtsfirbung mittels Himatoxylin Eosin zeigte sich eine deutliche Destruktion im kalzifizierten AK-
Anteil (A3 + A4), wobei kein signifikanter Unterschied zwischen non-T2D und T2D zu sehen war. B1-4:
Schwarz gefarbte Kalzifizierungen wurden in der von Kossa Farbung deutlich. C1-4: Die Movat Pentachrom

Féarbung liel den mehrschichtigen Klappenaufbau vermuten. MafBstab: 800 um.

Die Hamatoxylin Eosin Ubersichtsfiarbung zeigte einen strukturierten Aufbau des fibrotischen
Anteils der AK. Der kalzifizierte Anteil der Klappe erschien wesentlich destruierter mit intensiv
rot gefarbten Kalzifizierungen, die durch von Kossa Farbungen als solche identifiziert wurden.
Gleichzeitig wurde, durch Ausbleiben von Schwarzfarbungen im fibrotischen Gewebe, die
korrekte makroskopische Unterteilung bestitigt. Eine Movat Pentachrom Farbung erlaubte
Riickschliisse auf den bekannten Aufbau der Klappe. Wéhrend im fibrotischen Klappenanteil
vor allem vermehrt gelb gefdrbtes Kollagen in der Lamina fibrosa und griin geféarbte
Glykosaminoglykane in der Lamina spongiosa zu sehen waren, zeigte sich im kalzifizierten
Anteil weniger Gelbfarbung und zudem eine Zunahme der Blaufarbung (Muskulatur). Schwarz

gefarbtes Elastin zeigte sich vor allem im basalen Bildrand des fibrotischen AK-Anteils.
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Zellkerne wurden in beiden Arealen vor allem in der Lamina ventricularis der AK gefarbt. Beim
Vergleich von non-T2D mit T2D zeigten sich weder im fibrotischen noch im kalzifizierten

Anteil Unterschiede (Abbildung 13).
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3.5. Immunhistochemische Darstellung von
Matrixbestandteilen degenerierter humaner Aortenklappen
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Abbildung 14: Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen, Von-Willebrand-Faktor und Elastin
in fibrotischen und kalzifizierten AK-Taschenanteilen bei non-T2D und T2D

Abgebildet sind 5 um dicke Gewebsschnitte fibrotischer und kalzifizierter Klappenanteile. A: In fibrotischen

Klappenarealen (Al + A2) zeigte sich bei der Verwendung von COL1Al-Antikérpern ein vermehrter

Farbumschlag in der Lamina fibrosa und ventricularis. Beim Vergleich beider Stadien erschien die Farbung

in kalzifizierten Klappenanteilen stirker ausgeprigt und nicht nur auf zwei Gewebsschichten begrenzt. Die

stiarkste Farbung war in der Lamina spongiosa im Bereich von Kalzifizierungen zu sehen. B: Sowohl in

fibrotischen als auch kalzifizierten Klappen wurden luminale Endothelzellen verstirkt braun angeférbt. Ein
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Unterschied zwischen fibrotischen und kalzifizierten Klappenarealen bzw. non-T2D und T2D war nicht zu
erkennen. C: Elastin konnte in fibrotischen und kalzifizierten Klappenanteilen nachgewiesen werden. In
fibrotischem Klappengewebe zeigte die Farbung kein nachvollziehbares Muster. Abkiirzungen: Neg. =

Negativkontrolle. MaBstab: 800 um.

Anti-Kollagen Anti-Von-Willebrand-Faktor Anti-Elastin

A: Positivkontrolle

B: Negativkontrolle

Abbildung 15: Positivkontrollen immunhistochemischer Firbungen
Gezeigt sind gleichzeitig mit dem AK-Gewebe gefirbte Anteile humanen Myokards, welches als

Positivkontrolle verwendet wurde. Maf3stab: 400 um.

Durch vorangegangene histologische Arbeiten konnten Analysen immunhistochemischer
Farbungen direkt auf die Gewebsschichten der Klappen bezogen werden. Beim Nachweis von
COLI1A1 zeigte sich eine Ubereinstimmung mit der Movat Pentachrom Firbung. Durch die
Zugabe von DAB kam es zu einem vermehrten Farbumschlag in der Lamina fibrosa und
ventricularis. Zusidtzlich zeigte sich eine starke Férbung der Lamina ventricularis in
kalzifizierten AK-Anteilen. Ein Unterschied zwischen non-T2D und T2D war dabei nicht zu
beobachten.

Durch Von-Willebrand-Faktor-Antikorper lieBen sich sowohl in fibrotischen als auch
kalzifizierten Anteilen luminale Endothelzellen nachweisen. Ein spezifischer Farbumschlag
innerhalb der Gewebsschichten war nicht zu beobachten. Ebenso zeigte sich sowohl zwischen
fibrotischen und kalzifizierten AK-Arealen als auch zwischen non-T2D und T2D kein
Unterschied.

Bei der indirekten Farbung von Elastin zeigte sich eine diffuse Farbverteilung in fibrotischen

Klappenanteilen. Es konnte keine klare Begrenzung auf eine Gewebsschicht ausgemacht
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werden. In kalzifiziertem Gewebe zeigte sich eine starke Farbung in der Lamina ventricularis
(Abbildung 14). Zusitzlich zu den AK-Gewebsproben wurde humanes Myokard als
Positivkontrolle gefarbt (Abbildung 15).

41



4. Diskussion

CAVD stellt die filhrende Aortenklappenerkrankung dar [15]. Der aktive Pathomechanismus
ist irreversibel und dem der Arteriosklerose dhnlich. Entstehung und Progression beider
Erkrankungen werden durch sogenannte kardiovaskuldre Risikofaktoren beglinstigt [5, 16].
DM ist einer dieser Risikofaktoren [16]. Eine medikamentdse Therapie, um die Progression der
CAVD zu beeinflussen, besteht bis heute nicht. INHBA, ein Protein der TGF-Superfamilie,
werden neben proinflammatorischen und profibrotischen Eigenschaften auch Beteiligungen an
kardiovaskuldren Erkrankungen von Diabetikern zugeschrieben [2, 48, 50]. Im Rahmen des

Promotionsvorhabens wurde ein moglicher Zusammenhang von INHBA, CAVD und T2D

untersucht.
4.1. Versuchsaufbau und Etablierungsarbeiten
Patientenauswahl

Die retrospektive Patientenauswahl erfolgte bewusst nicht randomisiert, was den Vorteil
beinhaltete, dass patientengebundene Storfaktoren gemindert wurden. Bei gepaarter Wilcoxon
Testung wurden nur die Stadien der Fibrose und Kalzifizierung einer AK-Tasche miteinander
verglichen. Alter, Vorerkrankungen oder Medikamenteneinnahmen haben somit keinen
Einfluss auf das Ergebnis. Dies unterscheidet die Promotionsarbeit zu Vorarbeiten, bei denen

gesamte Klappen mit Klappen von Transplantatempfangern verglichen wurden.

Genexpressionsanalyse und Activin A-Konzentrationsbestimmungen

Genexpressionsanalysen bildeten bei der Arbeit den Grundstein fiir weitere Untersuchungen.
Da sich anhand dieser aber keine Aussagen iiber die wirkliche Proteinkonzentration im Gewebe
treffen lésst, folgten den qPCR-Arbeiten auch Proteinkonzentrationsanalysen mittels ELISA.
Zunidchst wurde versucht, mit Trizolphasen der RNA-Isolationen weiterzuarbeiten. Bei
absoluten Proteinkonzentrationsanalysen zeigten sich signifikant hohere
Proteinkonzentrationen in kalzifiziertem Klappengewebe. Jedoch erwiesen sich die
Proteinlysate nicht mit dem anschlieend durchgefiihrten INHBA-ELISA kompatibel. Da sich
bereits Fehler in der Standardkurve des ELISAs zeigten, ist die Inkompatibilitidt wahrscheinlich
Folge des verwendeten Losungsmittels SDS (1 %). Auch bei Verdiinnungen des SDS (0,1 %)
blieb diese Problematik bestehen. Dennoch konnte in kalzifiziertem Gewebe eine hdhere
absolute Proteinkonzentration ermittelt werden. Postoperativ aufgenommene Fotos zeigten
einen wesentlich groferen kalzifizierten Klappenanteil, was der wahrscheinlichste Grund fiir

die erhohte absolute Proteinkonzentration ist. Um eine Kompatibilitdt mit dem ELISA zu
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erreichen, wurde anschlieend ein Losungsmittel des ELISAs selbst verwendet: RD5-54.
Darauthin kam es bei Ermittlungen der absoluten Proteinkonzentration mittels BCA-Assay zu
fehlerhaften Standardreihen, was abermals eine Interaktion des Losungsmittels mit der
Methodik vermuten lieB. Da der Hersteller keine Angaben beziiglich des Inhalts des
verwendeten Puffers machte, wurde alternativ zur Proteinkonzentrationsbestimmung ein
Coommassie basiertes Verfahren durchgefiihrt. Aufgrund des unbekannten Inhalts der
Pufferlosung musste dieses Verfahren zundchst modifiziert werden. Eine infolge hoher
Proteinkonzentrationen durchgefiihrte Verdiinnung der Proben war nur moglich, wenn die
Standardreihe auch verdiinnt wurde. Schlussendlich erwies sich die Coomassie basierte
Konzentrationsanalyse als erfolgreich und wies ebenfalls signifikant hohere
Proteinkonzentrationen in kalzifiziertem Klappengewebe nach (Abbildung 11). Auffallend war
dabei eine sowohl im fibrotischen als auch im kalzifizierten Klappenanteil hohere
Proteinkonzentration im Vergleich zu BCA-Assay-Analysen. Dies ldsst in RD5-54 enthaltene

Proteine als mogliche Storfaktoren der BCA-Assay-Standardreihe vermuten.

4.2. Activin A, die degenerative Aortenklappenerkrankung und

Diabetes mellitus

Activin A im Verlauf der degenerativen Aortenklappenerkrankung

Mehrere Publikationen weisen darauf hin, dass INHBA in Abhéngigkeit von Gewebe, Zelltyp
und -stadium unterschiedliche Effekte hat. Teilweise sind diese sogar gegensitzlich der
urspriinglichen Funktion. Beispielsweise wurde gezeigt, dass die initial proinflammatorische
Proteinwirkung von INHBA bei Makrophagen im Laufe des Entziindungsgeschehens in eine
regulierende antiinflammatorische Wirkung umschligt [2, 37, 38]. Im Zusammenhang mit
Fibrose wurden von INHBA ausgehende proliferative Stimuli beobachtet [42].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse humaner AKs zeigte, dass INHBA im
kalzifizierten Klappenanteil signifikant stirker exprimiert ist. Die Rezeptoren ACVR2A,
ACVR2B und ALK4 waren beim Vergleich mit dem fibrotischen Klappenanteil ebenfalls
hochreguliert (Abbildung 5). Intrazellulér erfolgt die Signalweiterleitung tiber SMAD-Proteine
oder den MAP-Kinase-Weg [2]. SMAD2 und SMAD3 zeigten keine Anderungen der
Genexpression. Ebenso zeigte SMAD7, ein Regulator der Signaltransduktion, der iiber R-
SMAD-Aktivierung vermehrt exprimiert wird [71], keine Anderung der Genexpression
(Abbildung 6). Inhibin, Bone morphogenic protein and activin membrane-bound inhibitor
(BAMBI) und Cryptic family protein 1B (CRIPTO) wirken an der Zellmembran als Regulatoren

der INHBA-Bioaktivitit und konnten hingegen einen Einfluss haben, wurden aber in dieser
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Arbeit nicht analysiert. Mittels Analyse der Genexpression konnte also lediglich das
Vorhandensein der SMAD bewiesen werden, nicht aber ihre Funktion. In der Signalkaskade
werden SMAD-Proteine durch Phosphorylierungen aktiviert. Es folgt eine Oligomerisierung,
Migration in den Nucleus und Bindung an Transkriptionsfaktoren [2]. Die Analyse der
Phosphorylierung von SMAD Proteinen und der Vergleich dieser zwischen AK
unterschiedlicher Patienten bzw. zwischen AK-Anteilen mit unterschiedlicher Degeneration
wire entsprechend in weiterfithrenden Arbeiten der nichste Schritt. Das heil3t, gleichermal3en
ausgeprigte  Genexpressionen der SMAD  schlieBen somit eine ausbleibende
Signalweiterleitung nicht zwingend aus. Ein zelluldrer Effekt des in kalzifiziertem Gewebe
vermehrt exprimierten /INHBA konnte hier trotz unverdanderter SMAD-Expressionen vorliegen.
Effekte in VICs, die die groBte zellulire Komponente in AKs bilden [18], wiren hier denkbar.
Je nach Stimulus konnen diese zu unterschiedlichen Phinotypen differenzieren, wie
beispielsweise Myofibroblasten [18]. Da in Lungengewebe gezeigt wurde, dass bereits geringe
INHBA-Konzentrationen zu einer Differenzierung zu Myofibroblasten fithren [42], ist dies
auch bei VICs in Klappengewebe denkbar. VICs synthetisieren in weiterer Folge vermehrt
Proteine der EZM [18], unter anderem COL1A1 und ACTA2. Wihrend in der vorliegenden
Arbeit auch bei COLIA1 eine signifikante Hochregulation der Genexpression in kalzifiziertem
Gewebe nachgewiesen wurde, blieben Unterschiede bei ACTA2 aus (Abbildung 7).
AnschlieBend durchgefiihrte Movat Pentachrom Farbungen und immunhistologische
Féarbungen bestitigten dies (Abbildung 13 + Abbildung 14). COL1A1, das physiologisch
iiberwiegend in der Lamina fibrosa zu finden ist [18], wurde im gesamten Klappengewebe
vermehrt nachgewiesen. Da aber in renalen Fibroblasten ein Zusammenhang von INHBA und
ACTA?2 beobachtet wurde [41], konnte die ausbleibende Differenz der Genexpression in dieser
Arbeit in den Stadien der CAVD begriindet sein: Unterschiedliche Phasen bediirfen
unterschiedlicher Stimuli. In frithen Phasen des Degenerationsprozesses ist auch das Zytokin
TGFp1 ein entscheidender Faktor. Es stimuliert die Differenzierung zu Myofibroblasten und
fiihrt zu einer vermehrten Expression von ACTA2 [72]. Im kalzifizierten Klappenanteil konnten
zwar erhohte TGFf1-Genexpressionen nachgewiesen werden (Abbildung 7), doch mit dem
Vergleich von Fibrose und Kalzifizierung wurden eher spitere Stadien der Degeneration
untersucht. Bei Vergleichen mit gesunden Klappen — der Analyse fritherer Stadien — konnte
ACTA2 eher hochreguliert sein. Unterstrichen wurde die Untersuchung der zwei
Degenerationsstadien histologisch durch von Kossa Farbungen und auf mRNA-Ebene durch

die Analyse der Genexpression von OPN.
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Neben Genexpressionsanalysen wurden ELISA-basierte INHBA-Proteinkonzentrations-
bestimmungen durchgefiihrt (Abbildung 12). Konzentrationsunterschiede zwischen
fibrotischen und kalzifizierten AK-Taschenanteilen lielen sich hierbei nicht nachweisen, was
gegensitzlich den Ergebnissen der Genexpressionsanalysen ist. Eine mogliche Begriindung
konnte die zugrundeliegende Methodik sein. Der verwendete ELISA ist laut Hersteller fiir
Zellkultur-, humane Speichel-, Plasma- und Serumproben geeignet. Mit humanen
Gewebsproben erfolgte bisher noch keine Testung. Ebenso konnten Kreuzreaktionen eine
Ursache sein. Bei Inhibin B, CRIPTO und BAMBI konnen diese zwar laut Herstellerangabe
ausgeschlossen werden, keine Erwédhnung findet jedoch follistatin-like 3. Follistatin-like 3
bindet ebenfalls INHBA, fiihrt aber zu seiner Inaktivierung und ist somit an der Regulation der
Bioaktivitidt beteiligt [73]. Zusdtzlich wurden in der vorliegenden Arbeit fiir die
Genexpressionsanalysen und Proteinkonzentrationsbestimmungen unterschiedliche AK-
Taschen verwendet. Dies konnte ebenfalls fiir die beschriebenen Gegensitze verantwortlich
sein. Neben der Methodik konnte die Proteingruppe der Follistatine eine entscheidende Rolle
spielen. Es wird zwischen Follistatin 288, 315 und follistatin-like 3 unterschieden. Gemein ist
allen drei der schlussendliche Wirkmechanismus im Zusammenhang mit INHBA. Zum einen
fithrt eine Bindung an INHBA zu einer Hemmung der Proteinaktivitdt, zum anderen wird das
Protein anschlieBend durch Endozytose aufgenommen und lysosmal abgebaut [73]. Bei
vermehrtem Abbau konnte eine Differenz zwischen Genexpression und schlussendlicher
Proteinkonzentration entstehen. Posttranslational konnte abermals Inhibin fiir niedrige INHBA-
Konzentrationen verantwortlich sein, z.B. durch konkurrierende Untereinheiten bei der
Dimerisierung des Proteins [74]. Auch Activin C werden durch selbigen Mechanismus
regulative Funktionen zugeschrieben [74]. Die Bildung des Homodimers INHBA bliebe somit
aus. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Diskrepanz zwischen Ergebnissen der
Genexpressionsanalyse und Proteinkonzentrationsbestimmung auf mehreren Ebenen entstehen
kann. Dies reicht von ausbleibender Dimerisierung, iiber Storfaktoren im ELISA bis zum

lysosmalen Abbau des Proteins.

Activin A und der Einfluss von Diabetes mellitus Typ 2

INHBA wurde in der Literatur auch mit T2D in Verbindung gebracht [48, 49]. Fiir diese
Promotionsarbeit am interessantesten erscheint dabei der Ansatz bei der Analyse des INHBA-
Systems im Zusammenhang mit diabetischer Kardiomyopathie [50]. Schliisselstelle ist eine
INHBA induzierte verminderte Insulinwirkung [75]. Durch Bindung von INHBA an

Oberflachenrezeptoren auf Kardiomyozyten, wird {iber mehrere Zwischenschritte die
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Insulinwirkung herunterreguliert [75]. Da Insulin in mehreren Studien eine kardioprotektive
Funktion nachgewiesen werden konnte, konnte die initiale Auswirkung der INHBA Sekretion
durch epikardiale Adipozyten einen entscheidenden Faktor bei der Entstehung der diabetischen
Kardiomyopathie darstellen [50].

Zusitzlich zur Untersuchung der Degenerationsstadien, wurden somit auch AK-Gewebeproben
von Patienten mit einer T2D-Erkrankung und einem HbAlc > 6,5 % untersucht. Dabei zeigte
sich jedoch kein Unterschied der Genexpression von INHBA, den Rezeptoren ACVR2A,
ACVR2B, ALK4 und den intrazelluldren SMAD-Proteinen SMAD?2 und SMAD3 (Abbildung 8 +
Abbildung 9). SMAD7 hingegen war in AK-Gewebe von Diabetikern signifikant hochreguliert
(Abbildung 9). Nagarajan et al. zeigte 1999 erstmals, dass TGFB1- und Activin-Signalwege fiir
eine  gesteigerte SMAD7  Expression  verantwortlich sind. Durch  vermehrte
Rezeptoraktivierungen kommt es zu Phosphorylierungen der R-SMADs 3 und 4, die darauthin
im Nucleus unter anderem auch an den Promoter von SMAD?7 binden [71]. SMAD7 ist
anschlieBend fiir einen negativen Feedbackmechanismus verantwortlich. Es interagiert mit Typ
1 Rezeptoren und ubiquitiniert diese, was einen vermehrten Abbau des Rezeptors zur Folge hat
[76]. Wie auch bei Prozessen der koronaren Herzkrankheit beschrieben, konnte INHBA {iber
SMAD7 nach initialer proinflammatorischer Wirkung auch antiinflammatorische Wirkungen
im Zusammenhang mit T2D und CAVD haben [48]. Da die schlussendliche Wirkung bei
Immunzellen mit der Dauer der Inflammation zusammenhdngt [2], konnte dies auch die
Diskrepanz zwischen Genexpressionsanalyse und Proteinkonzentrationsbestimmung von
INHBA erkldren. Denn bei der Untersuchung des Einflusses von T2D zeigte sich bei
Proteinkonzentrationsbestimmungen bei Diabetikern eine hohere INHBA-Konzentration im
fibrotischen AK-Taschenanteil. Wihrend mRNA-Bestandteile bereits abgebaut sind, konnten
Proteine noch nachweisbar sein. Neben einer zeitlichen Begriindung, konnte auch die
zugrundeliegende Methodik einen Einfluss haben. Es wurden zwar AKs derselben Patienten
untersucht, jedoch in Genexpressionsanalysen und Proteinkonzentrationsbestimmung
unterschiedliche AK-Taschen verwendet. Minimale Fibrose- und Kalzifizierungsunterschiede
konnen hier nicht ausgeschlossen werden. INHBA konnte somit aufgrund chronischer
Inflammationsprozesse bei T2D und gleichzeitig zunehmender Schiadigung der AK je nach
CAVD-Stadium unterschiedliche Effekte haben. Inflammationsphasen kénnten aufgrund der
ohnehin schon bestehenden leichten chronischen Inflammation friiher erreicht werden [77], was
einen Unterschied der INHBA-Konzentrationen erkldren wiirde. Wéhrend es in friihen Phasen

der Inflammation mit anschlieBender Fibrose in Monozyten und Fibroblasten prodegenerativ
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wirken konnte, konnte in spdteren Phasen vor allem bei T2D eine antiinflammatorische

Wirkung tiber SMAD7 eintreten.

4.3. Extrazelluldre Matrixbestandteile: Eine mogliche

Schliisselstelle im Degenerationsprozess der Aortenklappe

Zunehmende Destruktion und eine verminderte Zellzahl in kalzifiziertem Gewebe

Die Zusammensetzung der EZM ist ein wichtiger Aspekt in der Entstehung und Progression
der CAVD [78]. Zur initialen Untersuchung wurde eine Hadmatoxylin Eosin Firbung
durchgefiihrt. Durch die bliuliche Farbung von Zellkernen konnten zellreiche und zellarme
Areale identifiziert werden. Da die EZM lediglich in verschiedenen Rosatonen gefarbt wird,
eignet sich diese vergleichsweise einfache Firbung eher als Bezugs- bzw. Ubersichtsfirbung
(Abbildung 13A).

Die anschlieBend durchgefiihrte von Kossa Fiarbung diente der Identifizierung von
Kalziumablagerungen. Die makroskopische Unterteilung der AK-Tasche konnte verifiziert und
beginnende Kalzifizierungen in fibrotischen Anteilen ausgeschlossen werden (Abbildung 13B).
Nach Beurteilungen der Zelldichte, Gewebsstruktur und Ausmal der Kalzifizierung folgte zur
Analyse der EZM eine Movat Pentachrom Féarbung (Abbildung 13C). Diese Féarbung eignet
sich sehr gut zur Beurteilung der einzelnen Gewebsschichten und wurde auch in
vorangegangenen Publikationen genutzt [78]. Diese zeigten, dass Kollagenfasern vermehrt in
der Lamina fibrosa, Glykosaminoglykane in der Lamina spongiosa und Elastinfasern in der
Lamina ventricularis vorhanden sind [79]. Neben dem Nachweis der Umstrukturierung war
eine Movat Pentachrom Fdrbung so auch essentiell zur Identifizierung der drei
Gewebsschichten: Lamina fibrosa, spongiosa und ventricularis. In fibrotischen Klappenanteilen
waren diese noch intakt, wihrend in kalzifizierten AK-Anteilen eine deutliche Destruktion
sichtbar wurde. Zusitzlich wurde eine Zunahme des Kollagengehalts sichtbar, was auch in
Genexpressionsanalysen — wiedergespiegelt werden konnte und gleichzeitig mit
Forschungsergebnissen von Hutson et al. iibereinstimmt [78]. Zellreich erschien die Klappe vor
allem in der Lamina ventricularis in fibrotischen Gewebsschnitten. Aufgrund des physiologisch
hohen Anteils an VICs in AK-Taschen ist davon auszugehen, dass es sich auch hier um diese
Zellen handelt [18]. Denkbar wire auch eine vermehrte Einwanderung von Immunzellen wie
Makrophagen aufgrund des initialen Inflammationsprozesses.

Als vierte histologische Methode wurden DAB basierte immunhistochemische Fiarbungen
durchgefiihrt (Abbildung 14). Da bei Entstehung und Progression der CAVD auch

Mikroangioneogenese ein Bestandteil ist [80], wurden zum Nachweis von Endothelzellen Von-
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Willebrand-Faktor-Primdrantikrper  verwendet. FEin zu erwartender zunehmender
Farbumschlag war auf ventrikuldrer und aortaler Seite im fibrotischen AK-Anteil zu
beobachten. Im kalzifizierten AK-Anteil war eine Aussage aufgrund der ausgeprigten
Destruktion schwer zu treffen, wobei Ofters ein methodisch bedingter Verlust von
Kalziumablagerungen zu beobachten war. Innerhalb der Schichten zeigte sich kein Endothel-
spezifischer Farbumschlag. Denkbar ist, dass eine zunehmende Vaskularisation vor allem im
Initialstadium der Klappendegeneration von Bedeutung ist. Vascular endothelial growth factor
und  Matrix-Metalloproteasen ~ wurden  bereits als  wichtige  Faktoren dieses
Degenerationsschrittes identifiziert [80]. Mit zunehmendem Zelluntergang konnte die
Vaskularisation aber in spdten Phasen der CAVD eher eine untergeordnete Rolle spielen und
schlussendlich durch verdringende Kalziumablagerungen mikroskopisch nicht mehr
nachweisbar sein. Da sich in Ubersichtsfirbungen bereits fibrotisches Gewebe eher zellarm
zeigte, konnte auch hier der zeitliche Faktor ausschlaggebend gewesen sein. Protein- und
Genexpressionsanalysen von Vascular endothelial growth factor und Matrix-Metalloproteasen
konnten zusétzliche Erkenntnisse bringen. In weiteren Farbungen wurden COL1A1 und Elastin
Antikorper basiert geférbt. Eine Verdnderung der Zusammensetzung der EZM mit einem hohen
Anteil an COL1A1 wurden bei CAVD bereits berichtet, in der Movat Pentachrom Féarbung
gezeigt und hiermit nochmals verifiziert [78]. Das Strukturprotein Elastin kommt physiologisch
iiberwiegend auf der ventrikuldren Seite der AK vor. Im Rahmen des extrazelluliren Umbaus
fithrt eine zunehmende Fibrosierung und ein enzymatischer Abbau durch Metalloproteasen zum
Verlust der elastischen Fasern [81]. Ein ausgepragter Unterschied der Braunfarbung zwischen
fibrotischen und kalzifizierten AK-Anteilen war bei immunhistochemischen Analysen nicht zu
sehen. Keine Aussage ldsst sich jedoch iiber die Funktion des dargestellten Elastins treffen.
Durch die Farbung konnte aber gezeigt werden, dass die in der von Kossa Farbung dargestellten
Kalzifizierungen nicht im Bereich der Elastinfasern liegen. Daher konnte Elastin am
Funktionsverlust der AK durch Abnahme der Elastizitit beteiligt sein, nicht aber aktiv am
schlussendlichen Kalzifizierungsprozess. Perrotta et al. beschreibt in diesem Zusammenhang
abermals Metalloproteasen als wichtige Faktoren, da diese nach Fragmentierung des Elastins
an einer vermehrten Mineralisierung des Gewebes beteiligt sein konnten [82]. Eine Erhaltung
der elastischen Fasern konnte somit moglicherweise den Degenerationsprozess verlangsamen

oder gar unterbinden.
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Der Einfluss von Diabetes mellitus Typ 2 auf den Umbau der extrazelluliren Matrix
Zusatzlich zur Untersuchung der Progression der CAVD wurde bei histologischen und
immunhistochemischen Arbeiten auch der Einfluss von T2D analysiert. Die Analyse erfolgte
deskriptiv und zeigte keine Unterschiede zwischen den Kohorten. Dennoch schlie3t dies einen
Einfluss von T2D nicht aus.

Prospektive Studien zeigten, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen T2D und dem
Auftreten einer AS besteht [29]. In diesem Kontext konnte auch die Dauer der
Diabeteserkrankung ausschlaggebend fiir das Ausbleiben morphologischer Unterschiede
gewesen sein. Eine positive Korrelation zwischen der Dauer und dem kardialen
Erkrankungsrisiko wird beschrieben [29]. Bei der im Rahmen dieser Promotionsarbeit
beschriebenen Patientenkohorte ist die Dauer der Diabeteserkrankung nicht erfasst, wenn auch
aufgrund des Durchschnittalters von 72 + 1,2 Jahren von einem schon lédnger bestehenden
Diabetesleiden auszugehen ist. Die Stichprobengréfe von insgesamt sechs Patienten und
dadurch bedingte deskriptive Analytik konnte somit ein moglicher Grund fiir die Diskrepanz
sein. Dariiber hinaus konnte ein erst seit Kurzem bestehender T2D nicht sicher ausgeschlossen
werden und somit auch einen entscheidenden Faktor darstellen.

Ebenso konnte T2D eher an der initialen Entziindungsreaktion als an dem {iber mehrere Jahre
fortschreitenden Degenerationsprozess beteiligt sein. In ovinen VICs konnte dies bereits
gezeigt werden. Hyperinsulindmie fiihrt in Kombination mit Hyperglykdmie zu einer
vermehrten Expression von COL1A1 [83]. Eine Hochregulation von COLIAI konnte im
Rahmen dieser Arbeit in kalzifiziertem Gewebe nachgewiesen werden. Ein T2D-induzierter
verfrithter Umbau durch eine gesteigerte Kollagensynthese wiére somit denkbar. Phénotypisch
zeigte sich dies auch in immunhistochemischen Féarbungen dieser Arbeit (Abbildung 14A).
Wenn auch ein morphologischer Unterschied der analysierten Kohorten durch diese
Promotionsarbeit nicht sichtbar wurde, ist dennoch bekannt, dass die EZM in AK-Gewebe
durch T2D moduliert wird. Wie auch bei COL1A1, fiihrt ebenfalls bei Proteoglykanen erst die
Kombination mehrerer Stimuli zu einer signifikanten Hochregulation des Proteins. Zusétzlich
wurde es vermehrt in kalzifizierten Anteilen humaner Klappen nachgewiesen [69].
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass T2D einen kardiovaskuldren Risikofaktor darstellt. Bei
CAVD wurde eine Beteiligung am Degenerationsprozess durch hyperglykdmische und
hyperinsulinimische Bedingungen gezeigt [69, 83]. Der entscheidende Zeitpunkt bleibt aber
unklar. Am ehesten ist eine Modulation der EZM im Initialstadium der CAVD denkbar, was
ausbleibende morphologische Unterschiede in AK-Arealen fortgeschrittener Degeneration

erkliaren konnte.
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4.4. Aussagekraft und Limitationen der Promotionsarbeit

Zur Analyse wurde in der gesamten Arbeit mit humanen AK-Proben gearbeitet. Da die AK aus
drei Taschen besteht, konnte fiir jedes Teilprojekt der Promotion (Histologie und
Immunhistochemie, Genexpressionsanalyse, Proteinkonzentrationsanalyse) jeweils eine
Tasche desselben Patienten untersucht werden. Dennoch konnten unterschiedliche
Degenerationsgrade der einzelnen AK-Taschenanteile Auswirkungen auf die Riickschliisse
zwischen den Methoden haben. Zusitzlich erfolgte bei Probenentnahme keine exakte
Zeitmessung bis zur Asservierung in Flissigstickstoff, was bei mehrminiitigen
Zeitunterschieden ebenso einen Einfluss auf Ergebnisse der Genexpressions- und
Proteinanalysen haben konnte.

Die Analyse einzelner AK-Anteile und der Vergleich des Fibrose- mit dem
Kalzifizierungsstadium bringt mit sich, dass nur spdte Stadien analysiert wurden. Die
Untersuchung von Friihstadien, die sich aus dem Vergleich von gesund vs. fibrotisch ergeben
wiirde, konnte im gesamten Versuchsaufbau nicht beachtet werden. Die Aussagen beziehen
sich somit auf spétere Stadien der CAVD.

Bei der Untersuchung des Einflusses von T2D zeigten statistische Analysen der
Patientenkohorten, dass signifikante Unterschiede im HbAlc, BMI und in der Haufigkeit der
Statineinnahme bestehen (Tabelle 2). Ein erhohter BMI, ist ebenso wie erhohte HbAlc-Werte
mit T2D assoziiert. Beide stellen einen kardiovaskuldren Risikofaktor dar, werden zum
metabolischen Syndrom gezéhlt und bestitigen die gezielte Probenauswahl [6]. Dennoch
konnte dies auch Auswirkungen auf die Analyse gehabt haben, da ein kausaler Zusammenhang
zwischen Adipositas und der Inzidenz der AS beschrieben wird [84]. Teo et al. zeigte im
Rahmen klinischer Studien, dass die Einnahme von Statinen aber keinen signifikanten Einfluss
auf das Fortschreiten der Kalzifizierung hat [85]. Von einem Einfluss der Medikation auf die
Analyseergebnisse rund um CAVD ist somit nicht auszugehen.

Die Umstrukturierung der EZM ist ein Kernelement des CAVD Pathomechanismus [78, 79].
Um die makroskopisch unterteilten AK-Taschen auch mikroskopisch untersuchen zu kénnen,
wurden bei histologischen Arbeiten 6 AKs analysiert. Mit zunehmender AK-Kalzifizierung
lieBen sich diese zunehmend schlechter schneiden bzw. auf den Objekttrager auftragen.
Extreme Kalzifizierungen konnten somit nicht abgebildet werden, was einen Einfluss auf die

deskriptive Analyse haben konnte.
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4.5. Ausblick

Chitinase-3-like-1: Ein weiteres potentielles Zielmolekiil

Zusatzlich zur Analyse des INHBA-Systems wurde auch das Adipokin CHI3L1 im AK-
Taschengewebe untersucht. Mehrere Studien lassen annehmen, dass CHI3L1 in Zukunft
aufgrund erhohter Serumlevel ein moglicher Screening- oder Verlaufsparameter bei CAVD
sein konnte [86, 87]. Im Rahmen der Tagung der European Association for the Study of
Diabetes (2016) vorgestellte Forschungsergebnisse der Experimentellen Chirurgie der Klinik
fiir Herzchirurgie zeigten bereits, dass das Glykoprotein auch im Zusammenhang mit CAVD
reguliert ist [88].

Die Genexpressionsanalysen dieser Promotionsarbeit zeigten eine signifikante Hochregulation
von CHI3L] in kalzifiziertem Klappengewebe (Abbildung 7). Ein Unterschied in fibrotischen
Gewebsanteilen zwischen T2D-Proben und non-T2D-Proben konnte nicht nachgewiesen
werden (Abbildung 10). In weiteren Arbeiten kdnnten aber Protein- und Rezeptornachweise

erfolgen, um der erhohten Genexpression in kalzifiziertem Gewebe nachzugehen.

Activin A: Zukiinftige Forschungsprojekte

Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Forschungsergebnisse erhédrten den Verdacht eines
moglichen Zusammenhangs von INHBA, T2D und CAVD. In kalzifizierten AK-
Taschenanteilen wurde eine erhohte INHBA Genexpression nachgewiesen (Abbildung 5). Da
die anschlieBende intrazelluldre Signalweiterleitung durch Phosphorylierungen und
Dephosphorylierungen reguliert wird, konnten Analysen des Phosphorylierungsstatus von
SMAD2, SMAD3 und ALK4 neue Erkenntnisse bringen. Auch eine Verifizierung des in
fibrotischen AK-Taschenanteilen vermehrt exprimierten SMAD7 auf Proteinebene wire
erstrebenswert.

Da in der Arbeit zwischen Fibrose und Kalzifizierung unterschieden wurde, der
Pathomechanismus aber schon mit Inflammationsprozessen beginnt [17], wére auch eine
Analyse des INHBA-Systems in diesem Zusammenhang interessant. Das Einbeziehen von
Klappenproben von Herztransplantatempfangern wiirde eine Mdglichkeit der Analyse
darstellen.

INHBA Wirkungen wurden in einer Vielzahl von Zelltypen beobachtet [2]. Eine Untersuchung
des Ursprungs der vermehrten Genexpression wire interessant. Durch Zellkulturversuche
konnte der direkte Effekt von INHBA auf VICs untersucht werden. Hat INHBA einen direkten
oder indirekten Effekt auf den Fibroseprozess mit anschlieBender Kalzifizierung? Der

vermutete Differenzierungsstimulus konnte in VICs bestétigt werden.
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AbschlieBend lésst sich sagen, dass das INHBA-System einen potentiellen prodegenerativen
Faktor im Rahmen der CAVD darstellt. Durch zusétzliche Untersuchungen konnten weitere
Stellschrauben des Systems erforscht werden und mdéglicherweise in Zukunft fiir praventive

oder therapeutische Ansétze verwendet werden.
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