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Zusammenfassung

Als hiufigste Herzklappenerkrankung der westlichen Welt fiihrt die degenerative
Aortenklappenstenose — vor allem bei &dlteren Patienten — hdufig zu plotzlich eintretenden
kardialen Symptomen. Die zumeist lange asymptomatisch verlaufende Aortenklappensklerose
und die bei Auftreten von Symptomen bereits oft weit fortgeschrittene Erkrankung mit wenigen
Therapieoptionen, bis auf den interventionellen und chirurgischen Klappenersatz, stellen eine
besondere Schwierigkeit dar. Bisherige Tiermodelle der Aortenklappenstenose konnten die
Erkrankung im Menschen nur méBig abbilden. 2014 wurde ein neues murines Modell der
Aortenklappenstenose entwickelt, in dem per direkter mechanischer Verletzung der
Aortenklappen eine Stenose schnell und reproduzierbar induziert werden konnte. Das Ziel dieser
Arbeit war daher, dieses neue Modell der murinen Aortenklappenstenose weiter zu
charakterisieren. Methodisch wurden hierzu funktionelle Messungen der linksventrikuldren
myokardialen Parameter sowie des Koronarflusses an murinen Herzen mit mechanisch
induzierter Aortenklappenstenose sowie altersgematchten unoperierten Versuchstieren in der
Langendorff-Perfusion ex vivo durchgefiihrt. Zusitzlich erfolgte eine histologische
Aufarbeitung der verdnderten Aortenklappen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten erhohte linksventrikuldre Druckparameter sowie basal
erhohte koronararterielle Fliisse in Versuchstieren mit induzierter Aortenklappenstenose.
Niedrigere prozentuale Anstiege dieser Parameter in pharmakologischen sowie ischdmischen
»atresssituationen bei den Stenosetieren, zeigten jedoch eine Einschrinkung der kontraktilen
sowie koronaren Reserve in diesen Tieren. Damit weisen die in dieser Arbeit erhobenen Daten
auf eine myokardiale Hypertrophie sowie eine Einschrankung der koronaren Flussreserve als
zentrale  Mechanismen  myokardialer und  koronarer  Adaptationsprozesse  der
Aortenklappenstenose hin. Auch Messungen der ATP-Konzentrationen nach induzierter
Globalischdamie zeigen hier eine Einschrinkung der koronarvaskuldren Autoregulation. Diese
Ergebnisse unterstiitzen dabei die aktuell bestehende klinische Forschung, die eine myokardiale
Hypertrophie sowie verminderten Koronarfluss auch im Menschen gehéduft in Zusammenhang
mit einer Aortenklappenstenose zeigen konnte. In dieser Arbeit ist es nun gelungen, diese
Phidnomene im murinen Modell zu charakterisieren. Valvulare Umbauprozesse der murinen
Aortenklappen nach operativer Stenoseinduktion zeigen histologisch eine progrediente
Auftreibung der Klappentaschen vergleichbar mit der humanen Situation.

Zusammenfassend zeigt das neue murine Modell der Aortenklappenstenose zu der humanen
Erkrankung vergleichbare Pathomechanismen. Im Verlauf sind hier weiterfithrende Studien

notwendig, um das Modell weiter zu charakterisieren.



Abstract

As the most common valvular heart disease in the Western world, degenerative aortic valve
stenosis often leads to sudden onset of cardiac symptoms - especially in elderly patients. The
progredient aortic sclerosis oftentimes stays asymptomatic for a long time resulting in a
usually already far advanced degree of aortic valve stenosis when symptoms appear, with
few therapeutic options except for interventional and surgical valve replacement, which
poses a particular difficulty in clinical management of the disease. In 2014, a new murine
model of aortic valve stenosis was developed in which stenosis could be induced rapidly and
reproducibly via direct mechanical injury to the aortic valves. Since previous models of
aortic valve stenosis in animal models only moderately represent the disease in humans, the
aim of this work was therefore to further characterize this new model of murine aortic valve
stenosis.

Methodologically, functional measurements of left ventricular myocardial parameters and
coronary flow were performed in murine hearts with mechanically induced aortic valve
stenosis and age-matched unoperated experimental animals in Langendorff perfusion ex
vivo. In addition, histological examinations of the altered aortic valves were performed.
The results of this doctoral thesis showed increased left ventricular pressure parameters as
well as basally increased coronary arterial flows in experimental animals with induced aortic
valve stenosis. However, lower percentage increases of these parameters in pharmacological
as well as ischemic "stress" situations in experimental animals with aortic stenosis, showed
a limitation of contractile as well as coronary reserve in these animals. Thus, the data
collected in this dissertation point to myocardial hypertrophy as well as limitation of
coronary flow reserve as central mechanisms in the pathogenesis of aortic valve stenosis.
Measurements of ATP concentrations after induced global ischemia also show a limitation
of coronary vascular autoregulation in this case. These results also support the currently
existing clinical research, which also show myocardial hypertrophy as well as reduced
coronary flow clustered in humans with aortic valve stenosis. Valvular remodeling processes
of injured aortic valves in mice show progressive distension and thickening of the valve
leaflets mimicking human disease.

In conclusion, the new murine model of aortic valve stenosis shows pathomechanisms
comparable to the human disease. Additional studies are needed here to further characterize

the model.
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1. Einleitung

1.1. Allgemein

Die kalzifizierende Aortenklappenstenose fiihrt als eine der hdufigsten kardiovaskuldren
Erkrankungen der westlichen Welt — vor allem mit steigendem Alter — oft zu plotzlich
eintretenden kardialen Symptomen mit erhohter Hospitalisierungsrate sowie Mortalitdt. Im
Gegensatz zu der alten Meinung, dass diese Aortenklappenstenosen vor allem eine
degenerative Komponente haben, zeigten neue Studien, dass in der Pathogenese der
Sklerosierung der Aortenklappe bis hin zur Aortenklappenstenose vor allem auch komplex
regulierte chronische Entziindungsprozesse mafigeblich sind.

Dabei stellt sich die Problematik dar, dass die Erkrankung zumeist erst in fortgeschrittenem
Stadium symptomatisch wird und die konservativ-medikamentdosen Therapieoptionen
schnell ausgeschopft sind. Daher stehen zur Behandlung der Erkrankung vor allem der
chirurgische oder interventionelle Klappenersatz im Vordergrund, die mit mdoglichen

Komplikationen fiir die Patienten einhergehen.

1.2. Epidemiologie

Vor allem in der westlichen Welt zeigt sich eine Hdufung von Aortenklappenstenosen bei
dlteren Patienten. Diese hohe Pridvalenz ist dabei analog zu der von atherosklerotischen
Gefidlverdnderungen — wie bspw. bei KHK, der pAVK und der Karotisstenose — durch ihre
chronisch entziindliche langjihrige Entwicklung zu erkldren. Neben Aortenklappenstenosen
durch rheumatisches Fieber, zu denen in hiesigen Populationen ein vergleichsweise geringer
Prozentsatz gehort, und die bikuspide Klappe, féllt in die Kategorie der senilen
(degenerativen/kalzifizierenden) Aortenklappenstenose iiber die Hailfte der valvuldren
Aortenstenosen (Baumgartner et al. 2009).

Als héufigste Erkrankung der Herzklappen, die in der westlichen Welt zu einer Operation
oder Katheterintervention fiihrt (Baumgartner et al. 2017), und dritthdufigste
kardiovaskuldre Erkrankung neben der koronaren Herzkrankheit (KHK) und arteriellen
Hypertonie (aHTN) ('Calcific aortic stenosis' 2016) liegt dabei die Privalenz einer
moderaten bis schweren Aortenklappenstenose — ohne signifikante Unterschiede zwischen
den Geschlechtern — in jungem Alter unter 44 Jahren deutlich unter 1% (0,02% (Thaden,

Nkomo, and Enriquez-Sarano 2014)) und erhoht sich mit steigendem Alter bis auf ca. 1,2
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— 6% (Thaden, Nkomo, and Enriquez-Sarano 2014; Osnabrugge et al. 2013) bei einer
Population {iber 75 Jahren. In dieser élteren Population liegt bei etwa 3% der Menschen eine
schwere Aortenklappenstenose vor, die bei iiber 75% der Patienten auch symptomatisch ist
(Osnabrugge et al. 2013; Thaden, Nkomo, and Enriquez-Sarano 2014).

Als Vorstufe einer degenerativen Aortenklappenstenose kommt eine Aortenklappensklerose
auch in jlingeren Altersgruppen mit ca. 10% bei 50-60-Jahrigen deutlich gehéuft vor. Bei
Menschen iiber 80 Jahren wird das Vorhandensein einer Aortenklappensklerose sogar bei
iiber 40% der Bevolkerung angegeben. Auch diese geht bereits mit einer Erhdhung der
kardiovaskuldren Mortalitdt einher und eine Progression zu einer Aortenklappenstenose
wird dabei mit ca. 2% pro Jahr in allen Altersgruppen vermutet (Coffey, Cox, and Williams
2014).

Aufgrund der aktuellen demographischen Verdnderungen mit einer é&lter werdenden
Gesellschaft zum Einen und einer hohen Dunkelziffer von unentdeckten, asymptomatischen
Klappenvitien (d'Arcy et al. 2016) zum Anderen wird mit einer deutlichen Erh6hung der
Priavalenz degenerativ verdanderter Aortenklappen und konsekutiv -stenosen in den nichsten
Jahren gerechnet (Dweck, Boon, and Newby 2012).

Aufgrund der oft initial symptomarmen pathophysiologischen Verdnderungen der
Aortenklappe sowie des Myokards bis hin zur Entwicklung einer ausgepréigten
Aortenklappenstenose ist auch die Privalenz der Aortenklappenstenose bei Auftreten
anderer atherosklerotisch bedingter kardialer Erkrankungen deutlich erhoht. So zeigten sich
bei Patienten mit akutem ST-Hebungs-Infarkt (ST-elevatory myocardial infarction; STEMI)
eine Hiufung von als Zufallsdiagnose entdeckten Aortenklappenstenosen (Singh et al.
2021), die dann auch mit einer verschlechterten Prognose einhergingen. Eine erhdhte
Mortalitdt konnte dabei auch bei Myokardinfarkten ohne von EKG-Verdnderungen, also
auch Nicht-ST-Hebungsinfarkten (Non-ST-elevatory myocardial infarction;, NSTEMI)
gezeigt werden (Mizutani et al. 2022). In der klinischen Situation ist hier besonders der
Umstand erschwerend, dass typische Angina-pectoris-Beschwerden sowohl beim akuten
Myokardinfarkt bei koronarer Herzerkrankung (KHK) als auch bei der
Aortenklappenstenose ein Kardinalsymptom sind und eine Héufung beider Entitdten vor

allem im hoheren Alter zu beobachten ist.



1.3. Atiologie/Pathophysiologie

Die Entstehung einer kalzifizierenden Aortenklappenstenose ist geprdgt durch einen
langjdhrigen Prozess, der iliber eine chronische Entziindungsreaktion, Fibrosierung und
Kalziumeinlagerungen mit der Zeit zu einer Verdickung der Klappentaschen und so einer
Einengung der Ausflussbahn des linken Ventrikels fiihrt. Mit sinkender Offnungsfliche der
Aortenklappe entsteht eine Erhohung der linksventrikuldren Nachlast und es resultieren

Adaptationsmechanismen im Sinne einer Hypertrophie des Myokards.

Risikofaktoren

Allgemeine irreversible Risikofaktoren sind vor allem ein hohes Alter und das weibliche
Geschlecht (Boon et al. 1997), beim Nikotinabusus als Risikofaktor wird eine Reversibilitit
beschrieben (Larsson, Wolk, and Bick 2017). AuBerdem sind neben vermehrtem
mechanischem Stress auf die Klappe — wie beispielsweise bei einer Bikuspidie mit nur zwei
Klappentaschen — oder Stoffwechselverdnderungen im Sinne eines metabolischen Syndroms
(bestehend aus Adipositas, arterieller Hypertonie, Insulinresistenz und einer kombinierten
Fettstoffwechselstorung (Saklayen 2018; Chu et al. 2016)) auch genetische Faktoren, wie
bspw. Verdnderungen im Gen fiir Lipoprotein a, die zu einer erhohten Expression fithren
(LP(a))(Yeang, Wilkinson, and Tsimikas 2016; Zheng et al. 2019; Thanassoulis et al. 2013),
bekannt, die das Risiko fiir die Entwicklung einer kalzifizierenden Aortenklappenstenose

erhohen.

Aufbau der Aortenklappe

Die Aortenklappe garantiert den gerichteten Fluss des Blutes in der linken Ausflussbahn des
Herzens in den Korperkreislauf. Sie stellt sicher, dass in der Diastole kein Blut zuriick in den
linken Ventrikel gelangen kann und ist daher fiir viele Jahre starkem mechanischem Stress
ausgesetzt. Die nur ca. Imm dicken Klappentaschen sind dafiir in drei Schichten aufgebaut,
die diesen Voraussetzungen besonders gut gewappnet sind. Die gesamte Klappe ist von
Endothelzellen umgeben, die weiteren Schichten gliedern sich wie folgt: Die erste an die
Endothelzellen angrenzende Schicht vom Ventrikel aus betrachtet ist die Lamina
ventricularis, die vor allem aus elastischen Kollagenfasern besteht. Daran schlief3t sich die
Lamina spongiosa mit lockerem Bindegewebe an, auf der aortalen Seite der Klappe endet
sie mit der Lamina fibrosa, die vor allem aus Typ-1 Kollagen aufgebaut ist (Singh and

Torzewski 2019).



Aortenklappenstenose und Atherosklerose

Aufgrund von starken Uberschneidungen beziiglich der Risikofaktoren fiir die Entstehung
atherosklerotischer Erkrankungen zum einen und degenerativer Aortenklappenstenosen zum
anderen, wird vermutet, dass die zu Grunde liegenden Pathomechanismen sehr &hnlich sind
(Agmon et al. 2001). Analog zu Erkrankungen mit atherosklerotischer Ursache ist die
Entwicklung einer kalzifizierten stenosierenden Klappe geprdgt von chronisch-
entzlindlichen und komplex regulierten Umbauprozessen der Klappentaschen.

Zu Beginn des Pathomechanismus steht meist eine Endothelverletzung (Hulin et al. 2018)
und endotheliale Dysfunktion der Klappentaschen oder GefiBwand (Gibbons and Dzau
1996) durch mechanischen Stress. Bei atherosklerotischen Plaques kommt es in der Folge
zur pathologischen Einlagerung von Lipiden und Lipoproteinen (Zhu et al. 2018), die
ihrerseits eine lokale Entziindungsreaktion und eine Migration von Immunzellen wie
Makrophagen und Lymphozyten auslost (Pirillo et al. 2018). Diese lokale
Entziindungsreaktion begiinstigt die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies und
oxidierten Lipoproteinen, die maB3geblich an der nachfolgenden Kalzifikation beteiligt sind
(Hulin et al. 2018). In den Klappentaschen findet so neben einer Aktivierung von
Endothelzellen (,,vascular endothelial cells“; VEC) — die im Normalzustand die Integritét
der Zellen des Intersititums (,,vascular interstitial cells*; VIC) und damit die Beschaffenheit
der Extrazelluldrmatrix maf3geblich mitbestimmen ('Valvular Endothelial Cells Regulate the
Phenotype of Interstitial Cells in Co-culture: Effects of Steady Shear Stress' 2006) — auch
eine vermehrte Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL1, TGFf, TNFa
und konsekutiv IL6 und IL8 durch eingewanderte Monozyten (Kaden et al. 2003) statt,
wodurch eine Differenzierung von ruhenden interstitiellen Fibroblasen vor allem zu
Myofibrolasten (Rabkin-Aikawa et al. 2004) stimuliert wird (Singh and Torzewski 2019).
Diese — durch parakrine Reize und inflammatorische Zytokine ausgeldste — Differenzierung
der interstitiellen Zellen hat eine verdanderte Sekretion der Extrazelluldrmatrix zur Folge, die
vor allem durch verschiedene Matrix-Metalloproteasen (MMP) und auch
knochenspezifische extrazelluldre Matrixproteine wie bspw. Osteoprotegerin, RANK und
RANKL gekennzeichnet ist. Daher liegen Osteoblasten-dhnliche Funktionen dieser
aktivierten Myofibrolasten (Mohler et al. 1999; Mohler et al. 2001) und der Osteogenese
dhnliche Mechanismen nahe. Diese unterscheiden sich jedoch beziiglich der Verteilung der
kristallinen Knochenstrukturen von der Entstehung tatsichlicher Knochen (Bertazzo and

Gentleman 2017).



Myokardiale Hypertrophie

Die verschiedenen Stadien und ineinander iibergreifenden Prozesse in dieser Entwicklung
kann man dabei als chronische kalzifizierende Aortenklappenkrankheit (engl. ,,chronic
aortic valve disease; CAVD) zusammenfassen (Mathieu and Arsenault 2017). Die
Verdickung der einzelnen Klappentaschen zieht insgesamt eine Verkleinerung der
Offnungsfliche der Aortenklappe nach sich, was gleichzeitig eine Steigerung der
linksventrikuldren Nachlast mit sich bringt. In Anlehnung an das Gesetz nach LaPlace (siehe
Abbildung 1) zielen die myokardialen Adaptationsmechanismen auf eine Reduktion der
Wandspannung ab, die vor allem durch eine Erhohung der ventrikuldren Wanddicke durch

Myokardhypertrophie sichergestellt wird (Carabello 2013):

K=P d
N x2xd

Abbildung 1: LaPlace-Gesetz

Das LaPlace-Gesetz beschreibt die Verdnderungen der Wandspannung (K) in Abhéngigkeit von transmuralem

Druck (P), Ventrikelradius (r) sowie der ventrikuldren Wanddicke (d)

Mit Progress der Erkrankung und den Anforderungen an die Herzkontraktion kommt es
jedoch neben der adaptiven Myokardhypertrophie auch zu einer vermehrten Apoptose von
Myozyten und fibrotischen Umbauten (Natarajan and Prendergast 2017).

Zudem konnen die adaptiven Mechanismen im Verlauf der strukturellen Verdnderungen und
zunehmenden Einengung der Aortenklappe nur begrenzt zur Aufrechterhaltung des
linksventrikuldren Schlagvolumens und des systemischen Blutdrucks beitragen (Grimard,
Safford, and Burns 2016) und es kommt mit verstirkter Hypertrophie zu einem Defizit der
myokardialen Neovaskularisation mit konsekutivem Sauerstoffmangel (Rader et al. 2015),
der wiederum fiir die Entstehung der typischen angino-pektinésen Beschwerden ursidchlich

ist.

1.4. Symptomatik

Die klassische Symptomtrias der Aortenklappenstenose besteht aus pektangindsen
Beschwerden, Synkopen und Herzinsuffizienz mit Dyspnoe (Grimard, Safford, and Burns
2016; Otto 1998). Insgesamt ist ein Auftreten von Symptomen zumeist ein Zeichen einer
schon weit fortgeschrittenen Erkrankung und mit einer darauffolgenden stark erhohten

Mortalitdt und dringendem Interventionsbedarf verbunden (Leon et al. 2010; Widder and



Bauersachs 2014). Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Schwere der Stenose und

einer beginnenden Symptomlast besteht jedoch dabei nicht (Kamperidis et al. 2016).

Synkopen

Synkopen zeigen dabei im weitesten Sinne ein Unvermogen des linken Ventrikels an,
besonders bei korperlicher Belastung den zerebralen Blutdruck addquat aufrecht erhalten zu
konnen. Bei der Aortenklappenstenose basiert dieser Pathomechanismus vor allem auf der
verkleinerten Klappenoffnungsflache und dementsprechend — bei fortgeschrittenem Stadium
der Erkrankung — verringertem Fluss durch die Klappe, der bei erh6htem Sauerstoffbedarf
der Peripherie mit systemischer Vasodilatation nicht mehr ausreichend ist. Bei Patienten mit
auftretenden Synkopen konnte dabei ein deutlich fortgeschrittenes Krankheitsstadium —
gekennzeichnet durch deutliche Hypertrophie, Rechtsherzbelastung, Verringerung der
Aortenklappendffungsfliche (KOF) und des linksventrikuliren Schlagvolumens — gezeigt
werden (Goliasch et al. 2019).

Angina pectoris

Analog zur Minderperfusion des Gehirns bewirken &hnliche Mechanismen auch ein
Ungleichgewicht zwischen myokardialer Perfusion und Sauerstoffbedarf.

Trotz einer initialen Erweiterung der epikardialen Koronargefde und dadurch erhdhte
Flussraten zur Versorgung des hypertrophen Myokards — mit erh6htem Sauerstoffbedarf —
(Irvine and Kenny 1997), kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einer zunehmend
schlechteren Perfusion der Koronararterien und in weit fortgeschrittenen Stadien sogar zu
einer systolischen Flussumkehr (Irvine and Kenny 1997), sodass der ohnehin schon geringe
Anteil der systolischen Perfusion sogar ins Negative umgekehrt wird. Eine Kombination von
verringerter Koronarreserve, erhohter systolischer und diastolischer Wandspannung in Folge
der Myokardhypertrophie und Tachykardien wird dabei als Ursache fiir pektangindse
Beschwerden bei Patienten mit hochgradigen Aortenklappenstenosen beschrieben (Gould

1997).

Herzinsuffizienz mit Dyspnoe

Je nach Quelle wird die Prdvalenz einer Herzinsuffizienz — mit einer Erniedrigung der
linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF) < 50% - bei Patienten mit schwerer AS mit

grofleren Abweichungen bei ca. 25% angegeben (Kamperidis et al. 2016).



Eine Herzinsuffizienz kann, aufgrund vieler Komorbiditdten dlterer Menschen — wie COPD,
Diabetes mellitus, arterieller Hypertonie, peripherer arterieller Verschlusskrankheit mit
Atherosklerose und chronischen Nierenerkrankungen (Lindman and Patel 2016) —
entsprechender Risikofaktoren der dlter werdenden Gesellschaft, oft nicht sicher nur auf eine
Aortenklappenstenose zuriickgefiihrt werden. Das Auftreten typischer Symptome einer
Herzinsuffizienz, wie bspw. Dyspnoe, ist jedoch assoziiert mit einer erhohten Mortalitét,
wobei akute Dekompensationen dabei eine schlechtere Prognose mit sich bringen (Nagao et

al. 2018).

1.5. Diagnostik

Eine ausfiihrliche korperliche Untersuchung kann bei Erkrankten zum einen Zeichen einer
Herzinsuffizienz wie bspw. pulmonal verminderte Atemgerdusche bei Pleuraergiissen oder
Rasselgerdusche bei Lungenddemen, generalisierte Odeme der unteren Extremititen und
Zyanosen aufdecken und zum anderen bei der Auskultation der Herztone unter Umsténden
das fiir die Aortenklappenstenose typische spindelformige Systolikum iiber dem 2.
Interkostalraum rechts mit Ausstrahlung in die Karotiden (Grimard, Safford, and Burns
2016) aufzeigen. Vor allem der Auskultation wird bei der Erstdiagnose auch bei
asymptomatischen Patienten eine wichtige Rolle beigemessen (Chiang et al. 2016).
AuBerdem sind beim Erstkontakt noch andere diagnostische MaBnahmen sinnvoll, die
unspezifische Anzeichen fiir ein Klappenvitium geben konnen: die Blutdruckmessung kann
beispielsweise eine systemische Hypotonie, das EKG eine Myokardhypertrophie bspw.
durch einen (iiberdrehten) Linkslagetyp und eine Rontgenaufnahme des Thorax eine
vergroBerte Herzsilhouette und ggf. Einengung des Retrokardialraums anzeigen.

Den apparativen Goldstandard zur Diagnose einer Aortenklappenstenose stellt die
Echokardiographie dar. Neben der Messungen fiir die Feststellung des Schweregrades
konnen in der Untersuchung auch andere Klappenvitien, die Aortenklappenanatomie,
Vegetationen, Wanddicken — und Bewegunsverdanderungen, sowie die linksventrikulédre
Pumpleistung evaluiert werden (Baumgartner et al. 2017). Zu den essentiellen Messungen
fiir die Diagnosestellung und vor allem Feststellung der Schwere der Stenosierung gehoren
die Flussgeschwindigkeit liber der Aortenklappe, der transvalvuldre Druckgradient und die
Aortenklappendffnungsfliche (AOF) (siehe Abb. 2 nach ,,2014 AHA/ACC Guidelines for

the management of patients with valvular heart disease* (Nishimura et al. 2014)).



VmaxAorta >4 m/s

AP LV/Aorta > 40mmHg

KOF/AVA <1,0cm?

Abbildung 2: Diagnosekriterien der schweren Aortenklappenstenose:

Die Diagnosekriterien der Aortenklappenstenose umfassen die maximale Flussgeschwindigkeit {iiber
Aortenklappe (Vmax Aorta), den transvalvuldrer Druckgradient {iber Aortenklappe (AP LV/Aorta), sowie die
Klappendffnungsfliche/“aortic valve area* (KOF/AVA). Tabelle modifiziert nach den AHA-Leitlinien fiir die
Aortenklappenstenose 2014 (Nishimura et al. 2014).

Eine weitere, feinere Aufgliederung der speziellen Unterentititen in der Gruppe der
schweren Aortenklappenstenosen erfolgt dann noch durch die Bestimmung des
linksventrikuldren Schlagvolumenindex (als Quotient aus Schlagvolumen und
Korperoberfliche; angegeben in ml/m?) und der Ejektionsfraktion. So gibt es neben der
klassischen Stenose mit hohem Gradienten und normaler oder erniedrigter Ejektionsfraktion
auch solche, bei denen — durch eine Kombination aus linkventrikuldrer Dysfunktion und
niedriger Ejektionsfraktion — der transvalvuldre Gradient nicht stark erhoht und die
maximale Flussgeschwindigkeit niedriger als 4 m/s ist (Sathyamurthy and Jayanthi 2014).
Griinde hierfiir konnen neben der korperlichen Konstitution — also bspw. der Korpergrofle —
auch ein schlecht eingestellter Hypertonus mit Nachlasterhhung sein. Zur Minimierung des
Einflussfaktors der Konstitution, ist in dieser Gruppe ein Bezug der
Aortenklappendffnungsfliche (AOF) auf die Kérperoberfliche sinnvoll.

Bei einem zusitzlich erniedrigten Schlagvolumenindex des linken Ventrikels < 35 ml/m? —
der seinerseits unterschiedliche Griinde, wie Vorhofflimmern, linksventrikulire
Dysfunktionen oder Mitralklappenvitien oder KHK haben kann — wird von einer ,, low flow
low gradient AS* (Sathyamurthy and Jayanthi 2014) gesprochen, die wiederrum in eine
klassische Form mit erniedrigter Ejektionsfraktion und eine paradoxe Form mit noch
erhaltener Ejektionsfraktion > 50% unterteilt werden kann (ten Freyhaus and Baldus 2016).
Diese Aufteilung 1ist wichtig in Bezug auf die Risikostratifizierung und
Therapieentscheidung im Verlauf (Baumgartner et al. 2017).

In der Literatur werden auch Korrelationen der verschiedenen Typen einer schweren

Aortenklappenstenose mit ihrer Pathophysiologie beschrieben. So ist eine ,, high gradient



normal flow AS* mit einer stirkeren Kalzifikation verbunden als eine ,,low gradient low

flow AS* (Bhattacharyya et al. 2016).

Andere bildgebende Verfahren wie eine CT-Aufnahme des Herzens zur Quantifizierung der
Kalzifikation der Klappentaschen, die im Rahmen der Prognose und Risikostratifikation
sinnvoll ist (Clavel et al. 2014), oder auch ein Kardio-MRT konnen durch genaue
Darstellung der GroBenverhéltnisse und Anatomie der verdnderten Klappen zusitzliche
Informationen — vor allem auch in Hinblick auf potentiell bevorstehende Operationen und

Interventionen — liefern (Baumgartner et al. 2017).

Zusitzlich zur bildgebenden Evaluation gibt es auch einige Biomarker, die bei schweren
Aortenklappenstenosen veridndert im Blut von Patienten gemessen werden konnen. Fiir die
Messung von NT-pro-BNP (N-terminales pro B-Typ natriuretisches Peptid), Fetuin-A — das
bei erniedrigter Plasmakonzentration eine Rolle in der Kalzifizierung von Gefalen spielt —
und vVWF (von-Willebrand-Faktor, einem wichtigen Protein der primidren Himostase),
wurden in einem kombinierten Score hohe negativ priadiktive Werte fiir das Vorliegen einer
schweren Aortenklappenstenose entdeckt (Elmariah et al. 2018). AuBlerdem konnte die
Messung des NT-pro-BNP — das in Volumen- oder Druckiiberlastungssituationen von
Myozyten der Vorhofe ausgeschiittet wird — sowohl prognostische Informationen liefern als
auch Hinweise auf einen Interventionsbedarf bei asymptomatischen Patienten geben

(Bergler-Klein, Gyongyosi, and Maurer 2014).

1.6. Therapie

Die Therapie der Aortenklappenstenose erweist sich — wie oben beschrieben — vor allem
aufgrund des spiten Symptombeginns als &duBlerst schwierig, da dem dann schon
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung durch medikamentdse Therapie oft nicht mehr
beizukommen ist. Bei symptomatischen Patienten steht daher oftmals der chirurgische oder
interventionelle Aortenklappenersatz im Vordergrund.  Bei Zufallsbefunden und
asymptomatischen Patienten ist die Devise zumeist ein sogenanntes ,, Watchful Waiting
bei dem das Operations- bzw. Interventionsrisiko mit einem Progress der Erkrankung
abgewogen werden muss (Grimard, Safford, and Burns 2016). Wichtige Determinanten in
der Prognose sind — unabhingig von der Symptomlast der Patienten — solche, die den
Schweregrad der Stenose anzeigen, also insbesondere die Maximalgeschwindigkeit {iber der

Aortenklappe und die Klappendffnungsfliche (Rosenhek et al. 2000; Stewart et al. 2010).
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Die 5-Jahres-Uberlebensraten bei Patienten mit asymptomatischer Aortenklappenstenose
variieren dabei zwischen 15-50% je nach Ausprigung der Klappeneinengung (Otto et al.
1997). So ist eine Therapieentscheidung immer in Kombination aus der Symptomlast der
Patienten, der linksventrikuldren Ejektionsfraktion und des Schweregrades der Stenose zu
treffen (Nishimura et al. 2014).

Letztlich ist die einzige kausale Therapie der Ersatz der verdnderten Aortenklappe. Dieser
kann im Allgemeinen entweder offen chirurgisch oder interventionell iiber ein Stentsystem
erfolgen. Zum ersten Mal 2002 beim Menschen angewandt (Cribier 2012), hat sich die
interventionelle Methode der transarteriellen Aortenklappenimplantation (engl.
,, transcatheter aortic-valve implantation” TAVI) in den Folgejahren vor allem als
Alternative fiir alte, multimorbide Patienten mit entsprechend hohem Operationsrisiko
gegeniiber dem offen chirurgischen Klappenersatz (,,surgical aortic valve replacement*
SAVR) durchgesetzt (Smith et al. 2011; Makkar et al. 2012). Neuere Studien weisen nun
darauf hin, dass auch Patienten mit weniger fortgeschrittenen Erkrankungen und geringerem
Operationsrisiko von einer solchen TAVI profitieren konnten (Khan et al. 2017). Sowohl die
chirurgische Therapie als auch die TAVI als kausale Therapien ldsen dabei direkt die
Pathophysiologie der erkrankten Klappe und sowohl der Druckgradient als auch die
Aortenklappendffnungsfliche werden schlagartig normalisiert. Wie bei jeder anderen
Therapie in der Medizin auch, gibt es jedoch auch spezifische Komplikationen. Dazu
gehoren bei der TAVI bspw. Schlaganfall, GefdBverletzungen sowie die Induktion
hohergradiger AV-Blockierungen mit Notwendigkeit einer Schrittmacherimplantation
(Reinohl et al. 2013). Wie bereits weiter oben beschrieben ist ein erschwerender Umstand in
der interventionellen oder chirurgischen Therapie der Aortenklappenstenose die oft
bestehende Komorbiditit der stenosierenden koronaren Herzerkrankung (KHK). Hier stehen
neben der gleichzeitigen chirurgischen Bypass-Operation mit Aortenklappenersatz auch
andere Therapieschemata mit kombinierter perkutanen Interventionsmethoden und Stent-

Einlage sowie chirurgischem Aortenklappenersatz zur Verfiigung (Paradis et al. 2014).

Die medikamentosen Therapieansidtze umfassen vor allem MaBnahmen, die einer
bestehenden Herzinsuffizienz unter der Aortenklappenstenose entgegenwirken sollen. Fiir
ACE-Hemmer konnten positive Effekte wie eine verringerte Progressionsrate der
Stenosierung und myokardialer Umbauprozesse gezeigt werden (Bull et al. 2015; Davin,
Dulgheru, and Lancellotti 2015). Ansonsten richtet sich die Therapie der Herzinsuffizienz

an den entsprechenden Leitlinien. Trotz einem Zusammenhang von hohen
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Plasmakonzentrationen von Cholesterinen (,,low density lipoproteins; LDL-C) und der
Entstehung einer Aortenklappenstenose (Smith et al. 2014), konnte eine Statintherapie eine
vermehrte Aortenklappensklerose nicht verhindern (Seo et al. 2018). Fiir die Progression
einer Aortenklappenstenose ist die Datenlage noch unklar und in randomisiert kontrollierten
Studien konnte kein signifikanter positiver Effekt einer Statintherapie gezeigt werden (Zhao
et al. 2016).

Es gibt also noch keine Evidenz fiir eine medikamentdse Therapie, die die Progression und

das Outcome einer Aortenklappenstenose fiir den Patienten dauerhaft vorteilhaft verdndern.

1.7. Mausmodelle der Aortenklappenstenose

Das bisherige Verstindnis der Pathophysiologie und Atiogenese der kalzifizierenden
Aortenklappenstenose und die Identifizierung verschiedener molekularer Mechanismen in
der Entstehung der klassischen valvuldren Verdnderungen, wurde zum groB3en Teil durch
verschiedene Tiermodelle der Aortenklappenstenose erbracht.

Eine Untersuchung in Mausmodellen ist dabei — gegeniiber anderen verfligbaren
Groftiermodellen wie bspw. in Kaninchen und Schweinen — vor allem von Vorteil, da Méause
eine schnelle Reproduktionsrate und Reifung aufweisen und dartiber hinaus die Anzucht von
KO-Mauslinien gut erprobt ist (Sider, Blaser, and Simmons 2011). Ein anderer,
entscheidender Vorteil der Mausmodelle ist der Umstand, dass die dort verdnderten
Klappenverhiltnisse auch tatsdchlich bei dem GroBteil der Versuchstiere himodynamische
Verdanderungen — im Sinne einer Erhohung der Maximalgeschwindigkeit iiber der
Aortenklappe, des transvalvuldren Druckgradienten sowie einer myokardialen Hypertrophie
(Barrick et al. 2009) — in den Méausen nach sich ziehen (Miller, Weiss, and Heistad 2011).
Die bisher am héufigsten verwendeten murinen Versuchsreihen basieren auf Knock-Out
Mauslinien, deren genetische Verdnderungen sich insbesondere im Cholesterin- und
Fettstoffwechsel manifestieren. Miuse mit einem homozygoten genetischen Verlust des
Apolipoproteins E (ApoE KO-Miuse/Apo E ) — einem Modell, das 1992 zur genaueren
Erforschung der Pathophysiologie der Atherosklerose etabliert wurde (Plump et al. 1992;
Zhang et al. 1992) — entwickeln beispielsweise mit steigendem Alter héufiger
Aortenklappenstenosen, als Wildtypmiuse (Tanaka et al. 2005). ApoE hat vor allem die
physiologische Funktion, insbesondere LDL-Cholesterin aus der Peripherie fiir die
Verstoffwechselung zuriick in die Leber zu transportieren (Getz and Reardon 2018). Der
Verlust hat dementsprechend eine erhohte Atheroskleroseneigung zur Folge, die sich auch

in der Ausbildung von Aortenklappenstenosen zeigt. Auflerdem wurde eine
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antiinflammatorische Wirkung von ApoE auf Makrophagen gezeigt (Nissild et al. 2018), die
nahelegt, dass eine ApoE-Defizienz neben der entstehenden Hypercholesterindmie auch
proinflammatorische =~ Verdnderungen nach sich zieht. Vermehrte fibrotische
Aortenklappenstenosen mit eher geringem Anteil an Calciumeinlagerungen wurden in
einem Mausmodell entdeckt, in dem zusitzlich zur Hypercholesterindmie durch ApoE-
Defizienz auch eine arterielle Hypertonie — durch transgene Mé&use mit humanen
Angiotensinogen- und Renin-Genen (Merrill et al. 1996) — etabliert wurde (Chu et al. 2016).
Auch in Mauslinien mit einem homozygoten Verlust des LDL-Rezeptors (LDLr )
(Ishibashi et al. 1993) koénnen vermehrt erhohte Plasmakonzentrationen von Cholesterinen
und senile Aortenklappenstenosen beobachtet werden (Weiss et al. 2006). Im Verlauf
entwickelten sich dann auch Knock-out-Mausmodelle mit induzierter diabetischer
Stoffwechsellage (Le Quang et al. 2014). Aber auch ohne genetische Verdnderungen im
Fett- und Cholesterinstoffwechsel, wurde eine Verdickung der Aortenklappentaschen und
eine Flussbeschleunigung iiber der Klappe durch eine fett- und kohlenhydratreiche Diét bei
Wildtyp-Maiusen gezeigt (Drolet et al. 2006).

Dariiber hinaus sind auch einige andere Mausmodelle bekannt, die bei der Erforschung der
Pathophysiologie kalzifizierender Aortenklappenstenosen verwendet wurden. Neben den
besprochenen didtetischen und genetischen Interventionen, gibt es auch solche Modelle, bei
denen kongenitale Genverdnderungen bikuspide oder malformierte Aortenklappen bewirken

(Sider, Blaser, and Simmons 2011).

1.8. Wire injury

Die Entwicklung einer Aortenklappenstenose in den oben beschriebenen Modellen wird
dabei primdr durch eine verdnderte Stoffwechsellage begiinstigt, die Dauer bis zur
Manifestation an den Klappentaschen ist daher sehr lang — bei Apo E -defizienten Tieren in
etwa 10 Monate (Tanaka et al. 2005). AuBBerdem entwickeln je nach Mauslinie und Futter
nur relativ wenige — teils nur knapp mehr als 50% (Miller, Weiss, and Heistad 2011) — der
Tiere eine hamodynamisch relevante Stenose der Aortenklappe.

Da jedoch auch ein mechanischer Stress auf die Klappentaschen mafigeblich an der
Pathogenese der Aortenklappenstenose beim Menschen beteiligt ist und die bestehenden
Modelle — bis auf die bikuspide Aortenklappe und die induzierte arterielle Hypertonie —
diesen Mechanismus nur zu einem geringen Mal3 abbilden, braucht es noch weitere
Forschung auf diesem Gebiet. 2014 wurde ein neues murines Mausmodell mit direkter

mechanischer Verletzung der Aortenklappe durch einen flexiblen Draht (,, wire injury*)
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etabliert (Honda et al. 2014), das schnell himodynamisch relevante Stenosen liefert. In
weiteren, auf diese folgenden, Studien konnte auch eine Determinierung des Schweregrads
der Aortenklappenstenose — in Abhingigkeit des verwendeten Protokolls — erzielt werden
(Niepmann et al. 2019)

Eine Charakterisierung dieser neuen Methode in Hinblick auf myokardiale
Adaptationsmechanismen mittels funktioneller Beurteilung der Herzen im Langendorff-
Modell ist bis dahin — nach bestem Wissen — noch nicht vorgenommen worden und soll nun
wichtige Informationen zu myokardialen und valvuldren Umbauprozessen in diesem neuen

Modell der Aortenklappenstenose aufzeigen.

1.9. Ziel der Arbeit

Ziel der hier vorliegenden Dissertation ist die Charakterisierung des neuen murinen Modells
der Aortenklappenstenose nach Honda et al. 2014 (Honda et al. 2014) in Hinblick auf
myokardiale Adaptationsmechanismen und valvulire Umbauprozesse auch bei
mittelgradigen, mechanisch induzierten Aortenklappenstenosen. Hauptmethode zur
Messung der myokardialen Druck- sowie koronaren Flussparameter stellt hierbei die
Langendorft-Perfusion dar. Zur Objektivierung der valvuldren Umbauprozesse wurde eine

histologische Herangehensweise gewdhlt.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Alle folgenden Untersuchungen und Versuche wurden bei Wildtypmausen der Reihe
C57BL/6J (Jackson Laboratory, USA) durchgefiihrt. Den vorgenommenen Versuchen liegt
ein vom zustindigen Landesamt fiir Natur, Umwelt- und Verbraucherschutz NRW
(LANUYV, Fachbereich 81, Recklinghausen, Deutschland) genehmigter Tierversuchsantrag
(Referenznummer: 84-02.04.2017.A172) zu Grunde. Die Haltung der Tiere erfolgte in
normierten Kéfigen mit keimarmer Laboreinstreu und unbegrenztem Zugang zu
Frischwasser und Futterpellets gemil3 §3. Die folgenden Versuche wurden gemil §8 des
Tierschutzgesetzes (TierSchG) durchgefiihrt. Im Vorfeld der Versuchsreithe wurde ein
theoretisch-praktischer Tierversuchskundekurs nach §9 TierSchG absolviert und die

Abschlusspriifung erfolgreich bestanden (FELASA Certificate ID: F048/16_# 0260).

2.2. Gruppengrofle und statistische Analyse

Eine im Vorfeld durchgefiihrte Power-Analyse erbrachte eine notwendige Anzahl von n=6-
8 zur Generierung statistisch relevanter Ergebnisse sowohl in der Langendorff-Perfusion der
isolierten Herzen als auch der histologischen Aufarbeitung der Aortenklappen. Die
Sammlung der Daten erfolgte tabellarisch mit Hilfe der Microsoft Excel®-Software (Fa.
Microsoft Coop., Redmond, Washington, USA). Die graphische Darstellung sowie
statistische Auswertung der generierten Daten erfolgte mit Hilfe von GraphPad Prism® (Fa.
GraphPad Software Inc., Kalifornien, USA).

2.3. Alligemeiner Ablauf der Versuchsreihe

In Abb. 3 ist die zeitliche Aufteilung der Versuche in einem Zeitstrahl aufgetragen. Die
Zuteilung der Versuchstiere zu Stenose- oder Kontrollgruppe erfolgte im Alter von 12 bis
16 Wochen (to). Die Stenosegruppe bilden Versuchstiere, bei denen per mechanischer
Klappenverletzung (,,wire injury®) nach standardisiertem Schema (s. Kapitel 4.4.
»Voroperation zur Induktion einer Aortenklappenstenose™) eine Aortenklappenstenose
induziert wurde. Als Kontrollgruppe wurden altersgematchte Versuchstiere verwendet, bei
denen keine solche Operation durchgefiihrt wurde. Zur Diagnosestellung und
Quantifizierung der Aortenklappenstenose wurden in der Stenosegruppe im Anschluss an

die Induktionsoperation wdchentlich transthorakale Echokardiographien (TTE)
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durchgefiihrt. Im Alter von jeweils 16 bis 20 Wochen (t1), entsprechend vier Wochen nach
der Operation in der Stenosegruppe, wurden entweder die myokardialen und
koronararteriellen Parameter mittels Langendorff-Perfusion oder im zweiten Versuchsarm

die mikroskopische Klappenmorphologie untersucht.

\ b

to 4 4 ) t1

TTE 4 Wochen post OP
"Wire Injury" Langendorff-Perfusion

Herzentnahme & Histologie

Abbildung 3: Versuchsreihe in zeitlichem Zusammenhang

Die Abbildung zeigt die zeitliche Abfolge der verschiedenen Versuchsarme in schematischer Weise. Nach
stattgehabter ,,wire injury - im Alter von 12-16 Wochen der Versuchstiere — wird der Erfolg der Mallnahme
mittels einwOchentlicher Echokardiographie (TTE) sichergestellt. 4 Wochen nach dem ,,wire injury* werden
die Herzen dann entnommen und entweder im Rahmen der Langendorff-Perfusion oder der histologischen

Begutachtung weiterverwendet.

2.4. Voroperation zur Induktion einer Aortenklappenstenose

Die Induktion einer Aortenklappenstenose als Grundlage der Versuchsreihe (Honda et al.
2014) erfolgte als operativer Eingriff in balancierter Anésthesie. Vor Beginn der Operation
wurde die Narkose der Versuchstiere mit Hilfe von S-(+)-Ketamin (Ketaset®, Fa. Zoetis,
New Jersey, USA) in einer Dosierung von 100mg - (kg - KG)! und Xylazinhydrochlorid
(Rompun® 2%, Fa. Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) in einer Dosierung von Smg - (kg
- KG)! eingeleitet. Nach Sicherstellung einer ausreichenden Narkosetiefe durch Induktion
eines Schmerzreizes wurden die Versuchstiere zur Aufrechterhaltung von Oxygenierung

und Narkose im Anschluss endotracheal intubiert (Vasofix Safety 20G, Fa. Sarstedt,
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Deutschland). Nach Intubation wurden die Tiere auf dem Riicken liegend auf dem
Operationstisch gelagert. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Schere die Haut im
Halsbereich er6ffnet. Nach Priaparation und Ziigelung der linken A. carotis communis wurde
durch einen kleinen Schnitt in die Arterie ein flexibler Draht {iber Carotis, Aorta ascendens

und Aortenklappe bis in den linken Ventrikel eingefiihrt (siche Abb. 4).

Aorta

_—_

Y -~ Draht
Aorta

—
LV O Draht

Abbildung 4: Schematische Darstellung des "wire injury"

Die Abbildung zeigt schematisch die Durchfiihrung des ,,wire injury®. Diese mechanische Verletzung wird
durch verschiedene Manover erreicht. Zum einen durch Vorschub und Zuriickziehen des Drahts iiber die Aorta
in den linken Ventrikel (LV), siche oberes Bild. Im unteren Bild ist eine Drehbewegung angedeutet, mittels
derer der Draht in Aortenklappenebene rotiert wird. Der Vollstandigkeit halber sind Mitralklappe sowie linker
Vorhof (LA) mit abgebildet. Abbildung modifiziert nach Honda et al. (Honda et al. 2014).

Durch mechanische Manipulation in Form von Rotation sowie Vor- und Zuriickschieben des
Drahtes auf der Aortenklappenebene (jeweils 50x Vor- sowie Zuriickschieben, jeweils 50x
Rotation) wurde an dieser Stelle durch kleinste Verletzungen der Aortenklappe die
Entwicklung einer Stenose im Verlauf induziert (siche Abb. 4). Die richtige Platzierung des
Drahtes im linken Ventrikel (LV) sowie die Manipulation an der Aortenklappe wurden dabei

durchgéngig echokardiographisch iiberwacht (siche Abb. 5).
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Abbildung 5: Intraoperative transthorakale Echokardiographie

Die Abbildungen zeigen echokardiographische Bilder des mechanischen ,,wire injury®. Im oberen Bild zeigt
sich der linke Ventrikel (LV) ohne Draht, im unteren Bild sieht man dann deutlich den Draht (WIRE), der
transaortal in die Mitte des linken Ventrikel gefiihrt wurde.

Nach Abschluss der mechanischen Klappenverletzung wurde der Draht entfernt und die
Inzision in der A. carotis communis sowie der zervikale Operationszugang mit Hilfe von
Néhten verschlossen. Postoperativ erfolgte zur analgetischen Therapie eine subkutane
Injektion von Buprenorphin in einer Dosierung von 0,05 - 2,5 mg - (kg - KG)! (Temgesic®,

Indivior Europe Lim., Dublin, Irland).

2.5. Ultraschalluntersuchungen

Der Erfolg der operativen Stenoseinduktion wurde anhand wochentlicher
echokardiographischer Untersuchungen der Versuchstiere iiberwacht. Die Untersuchungen
erfolgten dabei mit einem speziell fiir Ultraschalluntersuchungen an kleinen Sdugetieren
konzipiertem Ultraschallgerdt (Modell Vevo 3100, Fujifilm Visualsonics, Amsterdam, NL).
In Vorbereitung auf die transthorakale Echokardiographie wurden die Versuchstiere in einer
»Narkosebox‘ mit Hilfe von Isofluran narkotisiert. In suffizienter Sedierung wurde nun der
Thorax grob rasiert und {ibriggebliebene Haare mit Hilfe einer Enthaarungscreme (Fa. Veet,
Heidelberg, Deutschland) entfernt, um eine bestmdogliche Ankopplung der Ultraschallsonde
zu gewdhrleisten. Die Versuchstiere wurden anschlieBend auf dem Riicken auf einer
Wirmeplatte gelagert, um einer Auskiihlung der Tiere mit Auswirkungen auf die kardiale
Funktion vorzubeugen. Zusitzlich wurde die Korperkerntemperatur der Versuchstiere
kontinuierlich iiber eine rektale Temperatursonde iiberwacht. Die Aufrechterhaltung der

Sedierung erfolgte durch ein Isofluran- und Frischluftgemisch iiber eine Gesichtsmaske. Zur
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kontinuierlichen EKG-Uberwachung wihrend der Echokardiographie wurden die Pfoten der
Versuchstiere auf vier EKG-Elektroden platziert.

Auf diese Weise wurde 1- bis 2-wochentlich je eine Untersuchung durchgefiihrt und so die
Entstehung der Stenose quantifiziert, wobei als Referenzwert fiir die erhobenen Daten
jeweils ein vor der Stenoseinduktion durchgefiihrtes TTE diente. Als diagnostische
Hauptkriterien zur Klassifizierung der Aortenklappenstenose wurden die maximale
Flussgeschwindigkeit iiber der Klappe sowie der transvalvuldre Druckgradient gemessen. In
Abb. 6 sind exemplarisch Messungen der Flussgeschwindigkeit iiber der Aortenklappe bei

einem Versuchstier vor und 4 Wochen nach Stenoseinduktion dargestellt.

Abbildung 6: Flussgeschwindigkeiten iiber der Aortenklappe in der Echokardiographie

Die Abbildungen zeigen dopplersonographische Messungen der Flussgeschwindigkeit iiber der Aortenklappe
vor (Bild links) und 4 Wochen nach (Bild rechts) Wire-injury-Operation. Auf der Abszisse ist kontinuierlich
die Zeit (in Sekunden) aufgetragen, auf der Ordinate ist die Geschwindigkeit (in mm/s) aufgetragen. Nach ca.
4 Wochen zeigt sich hier eine deutliche Flussbeschleunigung im Rahmen der induzierten

Aortenklappenstenose.

2.6. Langendorff-Perfusion isolierter Herzen
Zur Charakterisierung der myokardialen und koronararteriellen Adaptationsmechanismen
wurden Untersuchungen in einem modifizierten Modell nach Langendorff (Langendorff

1895) am ex vivo schlagenden Herzen der Versuchstiere vorgenommen.

2.6.1. Langendorff-Perfusat

Die Perfusion der Herzen erfolgte iiber Langendorff-Perfusat, das einem modifizierten
Krebs-Henseleit-Puffer entspricht. Dieses wurde am Vortag der Versuche frisch zubereitet
und fiir maximal 2 Tage gelagert. Alle Bestandteile (siche Tabelle 1) bis auf das

Calciumchlorid wurden in destilliertem Wasser geldst und anschlieBend das Perfusat fiir 15
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Minuten mit Hilfe eines Riihrfisches verriithrt und mit Carbogen (95% Sauerstoff, 5%
Kohlenstoffdioxid) begast. Erst im Anschluss wurde das noch fehlende Calciumchlorid
zugefiigt, um ein Auskristallisieren vor der Carbogenbegasung zu verhindern. Zur
Entfernung kleinster Riickstinde und Staubpartikel wurde das Perfusat nun durch eine
Nitrocellulose-Membran (Fa. GVS North America, Sanford, USA) gefiltert und bei 4°C
gekiihlt und lichtgeschiitzt bis zur Verwendung gelagert.

Tabelle 1: Zusammensetzung Langendorff-Perfusat mit angegebenen Konzentrationen sowie der

entsprechenden Einwaage fiir einen Liter des Langendorff-Perfusats

Substanz Konzentration | Einwaage (11 Perfusat)
Natriumchlorid (NaCl) 118 mM 69¢g

Kaliumchlorid (KCI) 4,7 mM 0,35¢
Magnesiumsulfat (MgSOs4) 0,8 mM 02¢g
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 25mM 2,09 ¢
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) 1,2 mM 0,16 g

D-(+)-Glucose 5,0 mM 09¢g

Natrium-Pyruvat 1,9 mM 022 ¢

Kalziumchlorid (CaCl,) 2,5 mM 0,37 g

2.6.2. Injektionsnarkose

Die Anisthesie der Versuchstiere vor Beginn der Langendorff-Versuche erfolgte analog zur
Narkose fiir die Stenoseinduktionsoperation durch eine Kombination von S-(+)-Ketamin
(Ketaset®, Fa. Zoetis, New Jersey, USA) in einer Dosierung von 100mg - (kg - KG)!' und
Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Fa. Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) in einer
Dosierung von 5Smg - (kg - KG)™'.

2.6.3. Herzentnahme, Priparation und Anschluss an die Langendorff-Anlage

Nach Evaluation der Anésthesietiefe durch Setzen eines Schmerzreizes iiber dem Hinterlauf
der Méuse wurde zunichst das Operationsgebiet rasiert (favorita CL®, Aesculap®, Fa. B.
Braun AG, Melsungen, Deutschland) und die Tiere anschlieSend auf einem Operationstisch
gelagert. Fiir die initial makroskopische Entfernung des Herz-Lungenpakets wurde die

thorakale Haut mit einer groben Pinzette angehoben und linsenférmig mit einer Schere
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entfernt. Darauthin wurde der Thorax eroffnet und durch jeweils diagonale Schnitte
unterhalb des Rippenbogens der Blick auf die intrathorakalen Organe freigelegt. Aorta
descendens und Vena cava inferior wurden im Paket mit der Pinzette komprimiert, distal
abgetrennt und dann aus dem Thorax gehoben. Uber eine kraniale Durchtrennung der Vena
cava superior, der Trachea sowie des Osophagus konnte so das Herz-Lungen-Paket entfernt
werden. Die weitere Préparation erfolgte feinchirurgisch unter einem Mikroskop (Nikon
SMZ645, Fa. Nikon Metrology GmbH, Diisseldorf, Deutschland) in auf 4°C gekiihltem
Perfusat. Die Hypothermie hatte zum Ziel, fiir die Zeit der Préparation eine verringerte
Herzaktivitdit und damit eine Kardioprotektion zu erreichen. Im Anschluss wurde
iberschiissiges Gewebe — vor allem die beiden Lungen, die groe Thymusdriise, Reste der
Trachea und des Osophagus sowie epikardiales Fettgewebe — entfernt. Die Aorta wurde
zum Einfiihren einer Perfusionskaniile bis auf den Abgang des Truncus brachiocephalicus
gekiirzt und mit Hilfe einer kleinen Inzision im linken Vorhof wurde die spitere
Implementierung eines Druckballons in den linken Ventrikel vorbereitet.

Uber die Aorta wurden die Herzen auf die Perfusionskaniile aufgezogen und durch eine
Ligatur mit Seide (Seraflex®, Stdrke 5/0, Fa. SERAG-WIESSNER GmbH & CoKG) sicher
befestigt. Dabei wurde streng darauf geachtet, die Kaniile nicht zu tief im aufsteigenden
Aortenbogen zu platzieren, um eine ausreichende Perfusion der Koronarostien im
Aortenbulbus zu gewihrleisten. Unmittelbar im Anschluss wurde die Kaniile luftblasenfrei
an das Langendorff-Gerét angeschlossen. Nach Beginn der Perfusion wurde dann ein
groflenadaptierter Druckballon zur kontinuierlichen Druckmessung iiber die Inzision im
linken Vorhof durch die Mitralklappe in den linken Ventrikel eingebracht. Aulerdem wurde
eine Elektrode zum beschleunigen (,,Pacen”) der Versuchsherzen im Bereich des
Vorhofseptums platziert, um durch eine Stimulation eine stabile Herzfrequenz von 600

Schldgen pro Minute aufrechtzuerhalten.

2.6.4. Langendorff-Anlage

Fiir die ex-vivo Perfusion der isolierten Herzen wurde das etablierte Langendorff-Modell
(Langendorff 1895) verwendet. Die Untersuchungen erfolgten in einer speziell fiir Herzen
kleiner Nagetiere entwickelten Langendorff-Anlage (IH-SR System for isolated small rodent
heart, Fa. Hugo Sachs Elektronik Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten,
Deutschland).

Die Perfusion der Versuchsherzen erfolgte durch oben beschriebenes Langendorft-Perfusat.

Dieses wurde wihrend der Versuche in einem Wirmebad kontinuierlich auf 37°C erwarmt
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und mit Carbogengas (95% Sauerstoff, 5% Kohlenstoffdioxid) begast. Durch die Begasung
wurde zum einen die Oxygenierung des Perfusates sichergestellt und zum anderen iiber eine
Neutralisierung des pH-Wertes physiologische Bedingungen geschaffen und eine
Auskristallisierung von Salzen im Perfusat vermieden.

Das so vorbereitete Perfusat wurde iiber eine Rollerpumpe in die Langendorff-Anlage
transportiert. Dort wurde das Perfusat wiederum gefiltert sowie iiber eine Luftfalle eventuell
verbliebene Lufteinschliisse entfernt. Mit konstantem Druck von 100mmHg wurde die Aorta
retrograd mit dem Puffer perfundiert und die Flussrate kontinuierlich mit Hilfe eines
ultraschallgestiitzten Flussmessers (,,flow probe®; TTFM2-Modul, Fa. Hugo Sachs
Elektronik Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland) aufgezeichnet. Uber
die Aorta ascendens und den Aortenbulbus wurden die Ostien beider Koronararterien
orthograd perfundiert, das Perfusat gelangte ins Myokard und spéter iiber myokardiale
Venen und schlussendlich den Sinus coronarius in den rechten Vorhof, von wo aus das
Perfusat das Herz iiber die obere und untere Hohlvene verlassen konnte. Neben der
Erwédrmung des Langendorff-Perfusates konnten durch die kontinuierliche Erwdrmung der
Schlauchsysteme des Langedorft-Perfusors und zusétzlich der die Herzen umgebenden

Compliance-Kammer physiologische Temperaturen von ca. 37°C aufrechterhalten werden.
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Uber den Druckballon im linken Ventrikel konnten kontinuierlich Parameter zur
Kontraktilitdit und Relaxation des Myokards sowie zu linksventrikuldr aufgebrachten
Driicken aufgezeichnet werden (siche Kapitel 4.6.6. ,Messwerte in Langendorft-
Perfusion®). Uber eine Infusionspumpe (Modell Precidor Typ 5003, Fa. Infors AG, Basel,
CH) konnte wihrend der Versuche die Applikation von verschiedenen Pharmaka in das
einstromende Langendorff-Perfusat durch ein neben der Perfusionskaniile platziertes
Schlauchsystem vorgenommen werden. Abbildung 7 zeigt schematisch den Aufbau des

Langendorff-Perfusors inklusive der zuvor beschriebenen relevanten Komponenten.

Carbogen
(95% 02, 5% CO2)

Langendorff-Perfusat

Medikamentenapplikation
mittels Perfusor

Rollerpumpe erwarmtes Wasserbad (37°C)

-

Elektrode zum / gewarmte Compliance-Kammer

Pacen der Herze.?"\

— ]

Druckaufnehmer

Druckballon
im linken Ventrikel

il]

Efluat

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Langendorff-Anlage mit perfundiertem Herzen

Die Abbildung zeigt schematisch den Aufbau der Langendorff-Anlage. Mittig dargestellt zeigt sich hier das
ex-vivo perfundierte Herz, das sich in einer gewadrmten Compliance-Kammer befindet. Im Rahmen der
Priparation wurde dieses iiber die Aorta ascendens auf eine Kaniile platziert. Uber dieses werden die Herzen
dann retrograd ein auf 37°C erwédrmtes und mit Carbogen (95% 02/5% CO2-gemisch) begastes Langendorff-
Perfusat versorgt. Uber eine kleine Inzision im linken Vorhof wird ein Druckaufnehmer in den linken Ventrikel
eingefiihrt, um dort die linksventrikuléren Druckparameter aufzuzeichnen. Im Bereich des Sinusknotens wird
von auflen eine Elektrode platziert, die das Herz kontinuierlich auf eine Frequenz von 600/min stimuliert. Zur
kontinuierlichen Medikamentenapplikation wird ein Perfusor genutzt, der mittels Schlauchsystem mit dem
Perfusat-Zufluss verbunden ist. Das den Ventrikel iiber den Sinus coronarius und den rechten Vorhof

verlassende Efluat wird in einer Auffangschale asserviert.
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2.6.5. Perfusion isolierter Herzen ex vivo

Die Perfusion der Versuchsherzen in der Langendorff-Anlage folgte einem zuvor
festgelegten Protokoll. Den Beginn bildete stets eine initiale Aquilibrierungsphase von 20
Minuten, in denen keine weiteren Manipulationen an den Herzen vorgenommen wurden.
Diese hatte zum Ziel, nach der Extraktion und die dadurch kurzfristig gesteigerte
Herzaktivitdt, erneut einen phyisologischen stabilen Ruhezustand zu erreichen.

Nach Erreichen des ,steady state® begannen die eigentlichen Versuchsreihen. Zur
Bestimmung der Koronarreserve — definiert als die Perfusionsdifferenz der Koronararterien
bei maximaler Vasodilatation verglichen mit dem Ruhezustand — der eingespannten Herzen
erfolgte eine Globalischdmie, wéihrend derer die Perfusion der Herzen fiir eine Minute
komplett gestoppt wurde. Durch diesen ischdmischen Stresstest wurde die maximal
mogliche Vasodilatation der Koronararterien erreicht und nach Beginn der Reperfusion als
Steigerung des Koronarflusses aufgezeichnet.

Es folgte eine erneute kurze Aquilibrierungsphase von 5 Minuten, danach wurde mit der
Applikation von verschiedenen Pharmaka zur Untersuchung der Verdnderlichkeit des
koronaren Flusses, der Kontraktilititsreserve und diastolischen Funktion begonnen. Die
Applikation dieser Pharmaka erfolgte dabei adaptiert an den aktuell gemessenen
Koronarfluss der Versuchsherzen, um eine standardisierte koronararterielle Konzentration
bei allen Versuchstieren zu gewéhrleisten. Einer initialen Phase von einer Minute, in der die
Pharmaka bis zur Perfusionskaniile vorgespiilt wurden, folgte dann jeweils eine
flinfminiitige Applikationsphase. Beendet wurde die Gabe des Pharmakons mit einer
einminiitigen Plateauphase, in der aufgrund der langsten Wirkdauer die stérksten
pharmakologischen Effekte beobachtet wurden. Im Anschluss an jede insgesamt
siebenminiitige Applikationsphase erfolgte eine jeweils zehnminiitige Auswaschphase allein
mit Langendorff-Perfusat, die der Entfernung der zuvor verabreichten Pharmaka galt, um
keine Wechselwirkungen bei der ndchsten Applikationsphase hervorzurufen. Der zeitliche
Ablauf des Versuchsprotokolls inklusive der Globalischdmie und der Applikationsphasen
sind in Abbildung 8 schematisch dargestellt.
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Nach Beendigung der letzten Applikationsphase wurde die Perfusion der Langendorft-
Anlage gestoppt und die Versuchsherzen von der Perfusionskaniile dekonnektiert.
Abschlieend wurden die Herzen gewogen, um Herz- sowie Mausgewicht als Quotient in

Beziehung zueinander setzen zu konnen.
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Abbildung 8: schematische Darstellung des Versuchsablaufes wihrend der Langendorff-

Perfusion ex vivo

Auf die Priiparation der Herzen unter dem Mikroskop folgt eine 20-miniitige Aquilibrierungsphase. Nach dann
einminiitiger Globalischimie sowie erneuter 5-miniitiger Aquilibrierung folgt dann die Applikation der
verschiedenen Medikamente. Zwischen den Applikationsphasen erfolgt jeweils eine 10-miniitige

»Auswaschphase®.

2.6.6. Messwerte der Langendorff-Perfusion

Koronarfluss in ml - min™':

Der Koronarfluss wurde kontinuierlich {iber einen oberhalb der Perfusionskaniile platzierten
ultraschallgestiitzten Flussmesser (,,flow probe*; TTFM2-Modul, Fa. Hugo Sachs
Elektronik Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland) gemessen.

Endsystolischer und enddiastolischer linksventrikuldrer Druck (..end-systolic/diastolic

pressure; PES/PED) jeweils in mmHg:

Mit Hilfe eines grofenadaptierten Druckballons wurde der systolische Spitzendruck sowie

der enddiastolische Druck im linken Ventrikel durchgehend aufgezeichnet.

Linksventrikuldre Druckdifferenz (..developed pressure’/DP = PES — PED: ..end diastolic

pressure®) in mmHg:

24



Als Differenz aus systolischem Spitzendruck und enddiastolischem Druck wurde

kontinuierlich der ,,developed pressure (DP) aufgezeichnet.

Kontraktilitdts- (+dp - dt™") und Relaxationsgeschwindigkeit (-dp - dt™!) in mmHg - s7':

Zur Charakterisierung von inotropen bzw. lusitropen Wirkungen der Interventionen am
perfundierten linksventrikuldiren Myokard wurden die maximale isovolumetrische
Druckanstiegs- bzw. Druckabfallsgeschwindigkeit kalkuliert. Die Berechnung dieser Werte
erfolgte automatisch iiber die Isoheart®-Software (Fa. Hugo Sachs Elektronik Harvard
Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland).

Herzfrequenz in Schldge - min’':

Die Herzfrequenz wurde von der Isoheart®-Software (Fa. Hugo Sachs Elektronik Harvard
Apparatus  GmbH, March-Hugstetten, Deutschland) kontinuierlich  iiber die

Druckkurvenamplituden registriert.

2.6.7. Applizierte Pharmaka
Zur Untersuchung des koronararteriellen Flusses und der Kontraktilitdt sowie Relaxation
des Myokards und deren Verinderlichkeit wurden wéihrend der Langendorff-Perfusion

verschiedene Pharmaka appliziert. Im Folgenden werden diese ndher charakterisiert.

2.6.7.1. BradyKkinin

Das in den Versuchsreihen verwendete Bradykinin (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) mit einem Molekulargewicht von 1060,2 g/mol wurde als Bradykininacetat-Salz
zunichst in Perfusat aufgeldst und bis zur Verwendung portionsweise eingefroren. Uber die
Infusionspumpe wurde die Applikationsgeschwindigkeit so gewihlt, dass eine 5 umolare
koronararterielle Konzentration erreicht wurde. Bradykinin ist ein vasoaktives Peptid- und
Gewebshormon der Kallikrein-Kinin-Gruppe, bestehend aus neun Aminosiuren (s. Abb. 9)
mit dhnlichen Wirkungen wie Histamin. Endogen wird es vor allem bei Entziindungen und
Verletzungen freigesetzt und vermittelt neben einer Steigerung des Schmerzempfindens
endothelabhédngig {iber Bradykininrezeptoren eine Relaxation glatter Gefdlmuskelzellen.
Bradykinin besteht aus neun Aminosduren und entsteht dabei endogen durch eine

proteolytische Freisetzung iiber Kininogenasen wie Kallikrein aus Vorlduferproteinen, den
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Kininogenen. Der Abbau des Bradykinins wird durch Kininasen katalysiert, zu denen bspw.
das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE), Aminopeptidasen sowie Carboxypeptidasen
gehoren (Dendorfer et al. 2001). Die Wirkung von Bradykinin wird vor allem {iber den B»-
Rezeptor vermittelt. Durch Aktivierung dieses G-gekoppelten Rezeptors kommt es zur
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2). Dadurch aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetztes Calcium
bewirkt im Komplex mit Calmodulin wiederum eine Synthese von Stickstoffmonooxid (NO)
iiber die endotheliale NO-Synthase (eNOS). Uber das NO wird eine Relaxation der

endothelialen glatten GefaBmuskulatur und somit eine Vasodilatation bewirkt.

HN NH:;

AR

Summenformel: CsoH73N15011

Iz

HN®" “NH,
Abbildung 9: Struktur- und Summenformel Bradykinin

2.6.7.2. Adenosin

Fiir die Versuche wurde Adenosin-Hemisulfat-Salz (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) mit einem Molekulargewicht von 316,3 g/mol verwendet, das in Vorbereitung zur
Applikation in Langendorff-Perfusat geldst wurde. Uber die Infusionspumpe wurde die
Applikationsgeschwindigkeit so gewihlt, dass eine 1 pmolare koronararterielle
Konzentration erreicht wurde. Bei Adenosin handelt es sich um ein endogenes
Purinnukleosid, vorkommend in allen Kd&rperzellen. Es ist aufgebaut aus der Purinbase
Adenosin, die n-glykosidisch an eine Desoxyribose gebunden ist (s. Abb. 10). Endogen
entsteht extrazelluldres Adenosin dabei durch Dephosphorylierung der Nukleosidtri-, di- und
monophosphate  ATP, ADP und AMP durch an der Zelloberfliche lokalisierte
Dephosphorylasen wie CD39 und die Exonukleotidase CD73. Uber verschiedene
Rezeptoren bewirkt Adenosin dabei eine Vielzahl physiologischer Reaktionen, wie
beispielsweise eine Reduktion des myokardialen Sauerstoftbedarfs, eine Vasodilatation und

Anregung der Angiogenese sowie eine Immunmodulation im Sinne einer
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antiinflammatorischen Wirkung (Borea et al. 2018; Quast et al. 2017). Adenosin signalisiert
seine vielen verschiedenen physiologischen Wirkungen tiiber verschiedene jeweils G-
Protein-gekoppelte Transmembranrezeptorsubtypen: Al-, A2- und A3-Rezeptor. Aufgrund
der Fiille an Adenosinwirkungen an seinen Rezeptoren werden im Folgenden nur die
kardiovaskulir relevanten besprochen. Uber atriale Gi-gekoppelte A1-Rezeptoren und einen
folgenden geringeren Ca**-Einstrom in atriale Myozyten werden dort negativ inotrope und
chronotrope Effekte erzielt. Klinisch macht man sich diese Wirkungen beispielsweise zur
Beendigung von AV-junktionalen Tachykardien zu Nutze. Gs-gekoppelte A2-Rezeptoren
bewirken durch Erhdhung der intrazelluliren Ca?’-Konzentration und resultierender
Phosphorylierung ~ der ~ Myosin-Leichtketten-Kinase ~ eine ~ Relaxation  glatter
Gefdmuskulatur, bspw. in den Koronararterien und erhéhen damit die myokardiale

Perfusion.
NH»

N XN

y
HO o<N ‘N)

Summenformel: C10H13N504

OH OH

Abbildung 10: Struktur- und Summenformel Adenosin

2.6.7.3. Isoproterenol

Fir die Versuche wurde Isoproterenol-Hydrochlorid (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) mit einem Molekulargewicht von 247,72 g/mol verwendet. Isoproterenol
(auch Isoprenalin) ist als synthetisches Noradrenalinderivat ein sehr selektiver Agonist an 3-
adrenergen Rezeptoren (Hardy et al. 2018) und leitet sich strukturell als Noradrenalinderivat
von den Aminosiuren Phenylalanin bzw. Tyrosin ab (sieche Abb. 11). Uber Stimulation
dieser Gs-gekoppelten Transmembranrezeptoren kommt es gewebespezifisch zu
verschiedenen Wirkungen. Die Aktivierung von B1-Rezeptoren, die bspw. an Myozyten
exprimiert werden, bewirkt liber die gesteigerte Phosphorylierung von Calciumkanélen
durch die Proteinkinase A (PKA) einen Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration. Dies

fiihrt zu einer Erh6hung der myokardialen Kontraktilitdt (Inotropie), Erregungsweiterleitung

27



(Dromotropie), beschleunigten myokardialen Erschlaffung (Lusitropie) und Steigerung der
Herzfrequenz (Chronotropie).

Eine Stimulation von B2-Rezeptoren — die vor allem an glatter Gefd- und
Bronchialmuskulatur exprimiert werden — bewirkt dort wiederum iiber eine vermehrte
Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten-Kinase eine Vaso- bzw. Bronchodilatation (de
Lucia, Eguchi, and Koch 2018).

OH

H
HO N\(

HO

Abbildung 11: Struktur- und Summenformel Isoproterenol

2.6.8. ATP-Messungen im Langendorff-Efluat

Zur Messung von Adenosin- sowie ATP-Konzentrationen im von den Versuchsherzen
austretenden Efluat wurden nach der einminiitigen Globalischdmie Proben asserviert. Nach
stattgehabter Globalischdmie folgte — wie oben beschrieben — eine erneute kurze
Aquilibrierungsphase von 5 Minuten, zu Beginn dieser wurde fiir eine Minute pro Herz eine
Probe des Efluats (siche Abb. 7), das die Herzen {iber den rechten Vorhof verlésst, asserviert.
Die Asservierung erfolgte dabei in Mikroreaktionsgefdlen (Eppendorf Safe-Lock Tubes,
1,5ml Fa Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Peter-Henlein-Strale 2, 50389
Wesseling). Mittels dieser Proben sollten dann im weiteren Verlauf der Untersuchungen
(siche unten) Messungen der ATP-Konzentrationen wihrend der Hyperédmie-Phase erfolgen.
Dafiir wurden diese direkt nach Asservierung auf Trockeneis eingefroren und bei -20°C fiir
den Tag zwischengelagert, um dann am Ende des Versuchstages bis zur Verwendung bei -
80°C gelagert zu werden.

Physikalische =~ Grundlage der folgenden Messungen st die Kolorimetrie
(Absorptionsphotometrie/Spektrophotometrie), anhand derer eine
Konzentrationsbestimmung von lichtabsorbierenden Substanzen erfolgen kann. Zur
quantitativen Analyse der ATP-Konzentrationen im Langendorff-Efluat nach
Globalischdmie wurde ein ATP-Assay-Kit (ATP Assay Kit (Colorimetric/Fluorometric)
(ab83355), Fa. Abcam, USA) verwendet. Die Probenvorbereitung wurde dabei gemil den
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dem Kit beiliegendem Protokoll durchgefiihrt. Chemische Grundlage der kolorimetrischen
Messung im verwendeten ATP-Assay-Kit ist die Phosphorylierung von Glyerin zu
Glycerinphosphat mit Hilfe der Glycerinkinase unter Dephosphorylierung von
Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP). Abbildung 12 zeigt die

zugrunde liegende chemische Reaktion.

Ho/\(\crH HO™ " oPOg#
OH +ATP = OH + ADP

Abbildung 12: Enzymatisch katalysierte Phosphorylierung von Glycerin in Abhingigkeit von
ATP

Die Abbildung zeigt schematisch die Phosphorylierung von Glycerin unter Dephosphorylierung von
Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) unter enzymatischer Katalysierung durch die

Glycerinkinase

Mittels eines Fluorometers (Fluorat-02 Series, Fa. Lumex Instruments, Canada) werden
dabei die Proben mit Licht einer bestimmten Wellenldnge (in diesem Kit 570nm) bestrahlt
und anhand der konsekutiven Fluoreszenz und Messungen der Signalstirke dann
quantitative ATP-Konzentrationen gemessen. Die Messungen folgen dabei dem Lambert-

Beerschen-Gesetz (siche Abb. 13):

Abbildung 13: Lambert-Beersches Gesetz
Das Lambert-Beersche Gesetz zeigt die Proportionalitit der Extinktion (Lichtschwichung, E) zur geldsten
Konzentration (c), durchstrahlten Schichtdicke (d) und dem Extinktionskoeffizienten (&).

Die gemessene Extinktion entspricht dabei bei den kolorimetrischen Messungen der
»optischen Dichte* (hier bei 570nm, ,,ODs70), anhand derer — bei bekanntem
Extinktionskoeffizienten der zu untersuchenden Substanz — die Konzentration nach der

obenstehenden Formel ermittelt werden kann.
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2.6.9. Siuberung der Langendorff-Anlage

Nach jedem Versuchstag am Langendorft-Perfusor wurden die Schlauchsysteme der Anlage

fiir eine Stunde mit ca. 46°C warmem Perfusat gespiilt, um iiber den Tag entstandene

Riickstinde zu 1osen. Jeweils einmal wochentlich wurde die Anlage zudem in ihre

Einzelteile zerlegt und die dem Perfusat ausgesetzten Schliuche mit Hilfe von

zahnmedizinischem Instrumentarium mechanisch von Perfusatriickstinden befreit sowie

anschliefend erneut fiir eine Stunde mit 46°C warmem destillierten Wasser gespiilt.

AuBlerdem wurden stark verunreinigte Schlauchsysteme und Anlagenteile in der

wochentlichen Reinigung entfernt und durch neue ersetzt.

2.7.Verwendete Chemikalien

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien in den Langendorff-Versuchen mit

Herstellerangaben

Substanz

Hersteller

Adenosin-Hemisulfat

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Bradykininacetat

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

D-(+)-Glucose

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Isoproterenolhydrochlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Heparin-Natrium

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

Kaliumchlorid

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, Deutschland

Kalziumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

S-(+)-Ketamin-Hydrochlorid

Zoetis, New Jersey, USA

Magnesiumsulfat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

VWR International GmbH, Langenfeld, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Natrium-Pyruvat

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Xylazinhydrochlorid

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
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2.8. Histologische Untersuchungen der Aortenklappe

2.8.1. Entnahme, Priparation und Einbettung der Herzen

Sowohl Anésthesie zur Vorbereitung der Versuchstiere sowie das Instrumentarium und die
Methodik der Herzentnahme und -prédparation gleichen der Vorgehensweise in Vorbereitung
der Langendorff-Versuche (Kapitel 4.6.3. ,,Herzentnahme, Préparation und Anschluss an die
Langendorff-Anlage*). Im Anschluss an die Praparation wurden die Versuchsherzen iiber
die gekiirzte aufsteigende Aorta wiederum auf eine Perfusionskaniile aufgezogen und mit
Hilfe einer Seidenligatur (Seraflex®, Stiarke 5/0, F

a. SERAG-WIESSNER GmbH & CoKG) locker festgezogen. Mit Hilfe einer Rollerpumpe
wurden die Herzen nun retrograd mit Phosphat-gepufferter Salzlsung (,,dulbecco’s
phosphate buffered saline*/PBS, Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) gespiilt, um
Blutriickstdnde im Bereich der Aortenklappe und den Koronarostien zu entfernen und somit
eine bestmogliche histologische Beurteilung der valvuldren Morphologie zu ermoglichen.
Im Anschluss daran wurden die Herzen aufrecht in Einbettmedium (OCT-Compound™,
Tissue Tek®, Fa. Sakura Finetek Europe E.V., Alphen aan den Rijn, NL) eingebracht und
auf Trockeneis durch 2-Methylbutan (Isopentan, Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
eingefroren. Fiir den Rest des Versuchstages wurden die Herzen vorriibergehend bei -20°C
zwischengelagert und am Ende des Versuchstages in einen -80°C-Kiihlschrank iiberfiihrt

und dort fiir mindestens 24 Stunden gelagert.

2.8.2. Schneiden der Herzen am Kryotom

Die tiefgefrorenen Herzen wurden zum Anfertigen von Schnitten zur mikroskopischen
Betrachtung vor Beginn des Versuchstags wiederrum auf -20°C zwischengelagert. Mit Hilfe
von Einbettmedium wurden die gefrorenen Herzen auf Herzblocke aufgebracht und in das
auf -20°C vorgekiihlte Kryotom (Modell CM 3050s, Fa. Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, Deutschland) eingesetzt. Darauthin wurde iiberschiissiges Gewebe kranial
der Aorta ascendens in groBeren Schichtdicken von 100 bis 200 pm sukzessive
heruntergetrimmt. Makroskopisch wurde dabei stets auf die Visualisierung von
GefdBanteilen geachtet und darauf mit einer kleineren Schichtdicke reagiert. Die
Anndherung an die gewiinschte Klappenebene wurde dariiber hinaus mikroskopisch durch
Probeschnitte verifiziert. Sobald beginnende Teile der kranialen Verwachsungszone der

Aortenklappe im Bereich der sinotubuldren Junktionszone (Akhtar et al. 2009) — als
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Verbindung der Sinus nach Valsalva und der aufsteigenden Aorta — zu sehen waren, wurde
die Schichtdicke tiber 50 und 30 um reduziert, bis die Aortenklappe in Probeschnitten gut
zur Darstellung kam. Darauffolgend wurde mit der Aufnahme von Schnitten der
Klappenebene mit einer Schichtdicke zwischen 6,5 und 7 um auf Objekttriger (Superfrost®,
Fa. Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) begonnen. Dabei wurden je nach Erfolg des
Einbettens und Grofe der Herzen zwischen 6 und 12 Schnitte auf jeweils 5-6 Objekttrager
pro Herz aufgebracht. Die Objekttrager wurden darauthin wiederrum bei -20°C bis zur

Féarbung gelagert.

2.8.3. Farbung der Herzschnitte

Zur Bestimmung der valvuldren Morphologie in beiden Versuchsgruppen wurden die so
angefertigten Schnitte der Aortenklappe im Folgenden mit Hilfe einer Himatoxylin-Eosin-
Firbung zur Ubersicht angefirbt. Vor Beginn der Firbung wurden die Objekttriger bei
Raumtemperatur tiber eine Stunde aufgetaut. Sobald die Schnitte ausreichend luftgetrocknet
waren, wurden die Schnitte zur Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholreihe (100%
Ethanol — 96% Ethanol — 80% Ethanol, Fa. VWR International GmbH, Langenfeld,
Deutschland) gefiihrt und anschlieBend mit destilliertem Wasser vorsichtig abgespiilt.
Anschliefend wurden die Herzschnitte zur Férbung des Chromatins — und damit der
Zellkerne — fiir zwei Minuten in Himatoxylinlosung (Hdmatoxylin-Losung III modifiziert
nach Gill, Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingebracht und danach erneut
vorsichtig mit destilliertem Wasser abgespiilt. Zur Induktion des Farbumschlags des
Héamatoxylins ins blaulich-violette (sog. ,,blduen*) wurde durch 15-miniitige Spiilung unter
flieBendem Leitungswasser eine Alkalisierung des pH-Wertes herbeigefiihrt. Es folgte eine
weitere Spiilung mit destilliertem Wasser und nun die Gegenfarbung der zytoplasmatischen
Strukturen mit Hilfe von Eosin (Eosin-G-Lésung 0,5% in wissriger Losung, Fa. Carl Roth
AG, Arlesheim, CH) fiir 4 Minuten. AbschlieBend wurden die Schnitte erneut in
destilliertem Wasser gespiilt und durch eine aufsteigende Alkoholreihe (80% Ethanol —96%
Ethanol — 100% Ethanol) iiberschiissige intrazelluldre Fliissigkeit entfernt. Mit Hilfe von
Roticlear® (Fa. Carl Roth AG, Arlesheim, CH) — einem Xylol-Ersatz-Intermedium — sowie
einem selbst aushirtendem Eindeckmittel (Entellan®, Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) wurden die Schnitte schlussendlich mit Deckgldsern (Fa. Carl Roth AG,
Arlesheim, CH) eingedeckt. Die Schnitte wurden daraufhin erneut fiir mindestens 24

Stunden luftgetrocknet und danach bis zur Digitalisierung der histologischen Bilder bei
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Raumtemperatur lichtgeschiitzt und trocken gelagert. Zur besseren Ubersicht ist das

Versuchsprotokoll in Abbildung 14 graphisch aufgetragen.

Absteigende Alkoholreihe (100%-96%-80%) je 3 Minuten
Spulung mit Aqua dest.
Chromatin-Farbung mit Hamatoxylin 2 Minuten
Spulung mit Aqua dest.
FlieBendes ,blauen” unter Leitungswasser 15 Minuten
Spilung mit Aqua dest.
Zytoplasma-Farbung mit Eosin 4 Minuten
Spilung mit Aqua dest.
Aufsteigende Alkoholreihe (80%-96%-100%) | je 3 Minuten

Eindecken mit Roticlear® 3x3Minuten

Eindecken mit Entellan® + Deckglas

Abbildung 14: Protokoll der Hiimatoxylin/Eosin-Firbungen an den angefertigten Praparaten
Abgebildet ist das zugrundeliegende Protokoll fiir die Farbungen an den Herzschnitten. Zunichst werden die
Schnitte in eine absteigende Alkohlreihe (100%/96%/80%) fiir jeweils 3 Minuten eingestellt. Daraufhin erfolgt
die einmalige Spiilung mit destilliertem Wasser sowie der erste Farbeschritt mit Himatoxylin fiir 2 Minuten.
Nach einer 15-miniitigen ,,Blaung* unter Leitungswasser sowie erneuten Spiilung mittels destilliertem Wasser
erfolgt die Farbung mittels Eosin fiir 4 Minuten sowie die erneute Spiilung mittels destilliertem Wasser.
Abschliefend erfolgt eine Dehydratation mittels aufsteigender Alkoholreihe sowie ein Endecken mittels

Roticlear ®.

2.8.4. Digitalisierung der histologischen Bilder, gemessene sowie errechnete Werte

Die gefarbten und getrockneten Priparate wurden im Anschluss mit Hilfe eines digitalen
Mikroskops (Modell DM-6B, Fa. Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland)
begutachtet. Fiir die weitere Analyse der Klappendicke und -fliche wurde jeweils ein
reprasentativer Schnitt auf Hohe des medialen Drittels der Klappenebene verwendet (sieche
Abb. 15). Es wurden mit Hilfe der LAS X Navigator-Software (Fa. Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland) jeweils Aufnahmen in 10- und 40-facher Vergroflerung

aufgenommen und in Bilddateien mit Mal3stab umgewandelt.
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«— Aorta ascendens

Aortenklappe

Schnittebene

Abbildung 15: Schnittebene zur Analyse von Klappendicke und -fléiche

Die Klappendicke wurde definiert als breitester Klappentaschenabschnitt in der gewéhlten
Schnittebene. Die Klappenfliche berechnete sich als gesamte zweidimensionale Fliache aller
Aortenklappenanteile im gegebenen Schnittbild. Die Bildverarbeitung im Nachhinein sowie
die Berechnung der Klappendicke und -fliche erfolgten mit Hilfe der frei verfiigbaren Fiji-
Software (ImageJ, Erstentwickler Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
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3. Ergebnisse

Zur Charakterisierung der koronaren sowie myokardialen Adaptation der Versuchstiere mit
induzierter Aortenklappenstenose wurden die verschiedenen Parameter der Langendorff-
Perfusion herangezogen. Diese Ergebnisse werden im Folgenden als erstes dargestellt. Im
Anschluss werden die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen illustriert — vor allem
die Messungen der Klappendicke und -fliche —, welche zur Darstellung von valvuliren
Umbauprozessen in den Versuchstieren mit induzierter Aortenklappenstenose durchgefiihrt

wurden.

3.1. Langendorff-Perfusion

Die Messungen der Langendorff-Perfusion unterteilen sich im Folgenden zum einen in die
Messungen des Koronarflusses und damit der Charakterisierung der koronaren Reserve als
Vasodilatationsfahigkeit der Koronarien sowie zum anderen in linksventrikulére
Druckmessungen zur Darstellung von myokardialen Adaptationsmechanismen an eine
induzierte Aortenklappenstenose. Vor Beginn der Versuche wurden fiir bestimmte
Messwerte initiale Ausschlusskriterien formuliert, um eine Vergleichbarkeit der
Versuchsherzen zu gewdhrleisten. Diese werden in den einzelnen Kapiteln nédher
besprochen. Ein wichtiges Giitekriterium vor Beginn der Versuche stellte die Préparations-
und somit initiale Ischimiezeit von der Entnahme der Herzen aus dem Brustkorb der
Versuchstiere bis zum Anschluss an die Langendorff-Perfusion dar. Hier zeigten sich mit
einem Mittelwert von 458,2 + 68,5 Sekunden in der Vergleichsgruppe und 502,5 + 54,9
Sekunden in der Stenosegruppe keine signifikanten Unterschiede (sieche Abbildung 16).

Praparationszeit

600

—

400

Sekunden

200
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Abbildung 16: Messungen der Priparationszeiten der Versuchsherzen in Vergleichs- und

Stenosegruppe

Die Abbildung zeigt die absoluten Werte der Priaparationszeiten fiir beide Versuchsgruppen (Vergleichsgruppe,
schwarz dargestellt n=11; Stenosegruppe, grau dargestellt n=8), signifikante Unterschiede konnten nicht

festgestellt werden (ungepaarter t-Test p = 0,15).

3.1.1. Koronarfluss

Als wichtigster Parameter zur Evaluation der koronaren Reserve wurde der kontinuierlich
gemessene Koronarfluss (angegeben in ml/min) herangezogen. Anderungen dieses
Parameters — ausgelost durch myokardiale Ischimie oder die Gabe vasoaktiver Pharmaka —
wurden zur ndheren Bestimmung der koronaren Vasodilatationsfahigkeit detektiert. Zur
besseren Darstellung und Vergleichbarkeit der Ergebnisse werden diese in der Folge nicht
nur absolut, sondern auch als prozentuale Verdnderungen présentiert. Zur Sicherstellung
einer qualitativen Préparation und Aortenligatur wurden nur solche Versuchsherzen in die
Versuchsreihe eingeschlossen, die nach Aqulibrierung einen Koronarfluss von < 4 ml/min
aufwiesen. Mit Mittelwerten von 2,68 + 0,56 ml/min fiir die Vergleichs- und 2,95 + 0,79
ml/min fiir die Stenosegruppe erfiillten alle Versuchsherzen diese Bedingung. Dariiber
hinaus wurde zur Selektion von geeigneten Versuchsherzen fiir die weiteren
Flussmessungen eine Steigerung des Koronarflusses um >70% nach Globalischdamie als Cut-
Off-Wert festgelegt. Diese Bedingung wurde mit einem Mittelwert von 190,5% + 27,5% in
der Vergleichsgruppe und einem Mittelwert von 136,9% + 43,7% in der Stenosegruppe von
allen Versuchsherzen erfiillt.

Zur Bestimmung der Unterschiede beziiglich des koronaren Flusses der Versuchs- und
Vergleichsgruppen erfolgte im gesamten Versuchsprotokoll eine kontinuierliche Messung
des Koronarflusses. Die entsprechenden Messungen wurden zu den bestimmten
Messzeitpunkten des Protokolls (s. Abb. 17 A) abgelesen. Zu Beginn der Versuchsreihe
erfolgte zur Evaluierung der koronaren Flussreserve und zur Evaluation der individuellen
Eignung der Versuchsherzen eine einminiitige Globalischdmie mit darauffolgender erneuter
Messung des Koronarflusses. Um eine Vergleichbarkeit der Werte — auch vor dem
Hintergrund unterschiedlicher absoluter Ausgangswerte — zu erlauben, erfolgte die
Berechnung des prozentualen Anstiegs des Koronarflusses. Auf die Globalischdmie folgten
die einzelnen Medikamentenapplikationsphasen. Auch hier wurden die Verdanderungen des

Koronarflusses registriert und in den folgenden Abbildungen graphisch als prozentuale
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Flussanstiege dargestellt. Die Ergebnisse der Messungen sind in der Abbildung 17

zusammengefasst.
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Abbildung 17: Messungen des Koronarflusses im Protokollverlauf, nach Globalischimie sowie

unter Applikation von vasoaktiven und inotropen Pharmaka in Vergleichs- und Stenosegruppe

Abbildung 17 A zeigt die Verdnderungen des Koronarflusses (als absolute Werte in ml/min) im zeitlichen
Verlauf des Messprotokolls (zu Beginn; vor Globalischdmie; vor den Medikamentenapplikationen, 5 Minuten
wiahrend sowie im Plateau der jeweiligen Medikamentenapplikationen), 17 B zeigt einen deutlichen
Flussanstieg in beiden Versuchsgruppen nach einminiitiger Globalischdmie. Zur besseren Vergleichbarkeit der
absoluten Flussmessungen sind in Abb. 17 C der prozentuale Flussanstieg in beiden Gruppen nach
Globalischdmie und in Abb. 17 D nach den jeweiligen Medikamentenapplikationen dargestellt. Als Basis der
prozentualen Angaben dienten die Messungen vor der Globalischédmie (siche Abb. 17 B ,,Pra-Ischimie®) sowie
vor der jeweiligen Medikamentenapplikation (siche Abbildung 17 A: ,,Prd Brady®, ,,Prd Adeno®, Préd Iso®).
Brady = Bradykinin, Adeno = Adenosin, Iso = Isoproterenol. Die Daten der beiden Gruppen
(Vergleichsgruppe, schwarz dargestellt n=9-10; Stenosegruppe, grau dargestellt n=7-8) sind als Mittelwerte +
SD angegeben. Statistische Signifikanzen mit einem Siginifikanzniveau von p < 0,01 (**) bzw. p < 0,0001

(¥***¥) (Abb, 17 A, B und D: two-way ANOVA; Abb. 17 C: ungepaarter t-Test, p=0,0095) sind graphisch
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dargestellt. In allen Abbildungen sind die Messungen der Vergleichsgruppe schwarz, die der Stenosegruppe

grau hinterlegt.

Die Messungen des Koronarflusses im zeitlichen Protokollverlauf zeigen fiir beide Gruppen
eine deutliche Absenkung der Werte im Verlauf der initialen zwanzigminiitigen
Aquilibrierungsphase (Vergleichsgruppe: ,,Initial“ 4,14 £ 0,65 ml/min vs. ,,Preischemia“
2,68 £ 0,56 ml/min, p<0,01; Stenosegruppe: ,,Initial*“ 4,83 £+ 1,49 ml/min vs. ,,Preischemia“
2,95 £ 0,79 ml/min, p<0,001) und unterstreichen damit die Notwendigkeit des Erreichens
eines ,,steady state als Ausgangspunkt fiir die weiteren Messungen. Dariiber hinaus zeigen
die oben graphisch dargestellten Ergebnisse fiir beide Versuchsgruppen einen deutlichen,
signifikanten Anstieg des koronararteriellen Flusses von im Mittel 2,68 + 0,56 ml/min auf
7,47 £ 1,35 ml/min (p<0,0001) in der Vergleichsgruppe sowie im Mittel 2,95 + 0,78 ml/min
auf 7,11 + 1,33 ml/min (p<0,0001) in der Stenosegruppe nach einminiitiger Globalischdmie
(siche Abbildung 17 B). Initial ist dabei vor Globalischdmie ein in der Tendenz gering
erhohter Koronarfluss in der Stenosegruppe zu sehen. Diese Tendenz zeigt sich nach
Ischdmie umgekehrt, hier waren absolut betrachtet leicht erhohte Flusswerte in der
Vergleichsgruppe zu beobachten. In vergleichender Zusammenschau der prozentualen
Flussanstiege zeigt sich ein in der Stenosegruppe mit einem Mittelwert von 136,9% + 43,7%
signifikant niedrigerer Anstieg des Koronarflusses nach Globalischdmie als in der
Vergleichsgruppe mit einem Mittelwert von 190,5% =+ 27,5% (siehe Abbildung 17 C;
p<0,001). In den einzelnen Medikamentenapplikationsphasen von Bradykinin, Adenosin
und Isoproterenol zeigen sich Anstiege des Koronarflusses in beiden Gruppen mit in der
Tendenz hoheren Fliissen in der Vergleichsgruppe. Dabei zeigten sich fiir Bradykinin die
geringsten absoluten und prozentualen Verdnderungen des Koronarflusses. Den starksten
Einfluss auf den Koronarfluss zeigte Isoproterenol, gefolgt von Adenosin. Die absoluten
Werte zeigen, bei in der Tendenz erhohten Werten in der Vergleichsgruppe, keine
signifikanten Unterschiede. Ahnliche Tendenzen zeigen sich auch fiir die prozentualen
Flussanstiege fiir Bradykinin mit einem Mittelwert von 23,58 + 8,11% in der Vergleichs-
sowie 17,70 = 7,02% in der Stenosegruppe und Adenosin mit einem Mittelwert von 80,40 +
35,68% in der Vergleichs- und 37,59 + 14,85% in der Stenosegruppe (p > 0,05) ohne
Signifikanz. Fir Isoproterenol konnten mit im Mittel 116,18 + 56,62% in der
Vergleichsgruppe und 46,75 + 35,19% in der Stenosegruppe zum einen die stirksten

relativen und absoluten Anstiege des Koronarflusses ausgeldst und zum anderen signifikante
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Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (siehe Abbildung

17 D, p<0,01).

3.1.2. Linksventrikulidre Druckparameter

Wichtige Parameter zur Charakterisierung der linksventrikuldren Druckverhéltnisse und
Kontraktilitdt sind der linksventrikuldr erzeugte Druck (DP = developed pressure), der
endsystolische linksventrikuldire Druck (PES = endsystolic pressure) sowie die
Kontraktilitats- und Relaxationsgeschwindigkeiten des Myokards (dPmax/dt und dPmin/dt).
Zur Gewihrleistung einer Vergleichbarkeit der Versuchsherzen wurde im Vorhinein
stellvertretend fiir die linksventrikuldren Druckparameter ein Cut-Off-Wert fiir den
erzeugten Druck von DP > 40mmHg nach Aquilibrierung festgelegt, der mit einem
Mittelwert von 52,7 +£ 9,66 mmHg in der Vergleichsgruppe und 71,13 + 14,85 mmHg in der
Stenosegruppe von allen Versuchsherzen erfiillt wurde. Die folgende Abbildung 18 zeigt
analog zur Darstellung des Koronarflusses in Abbildung 17A eine zeitliche
Zusammenstellung der linkskardialen Druckparameter im Protokollverlauf. Diese
Ergebnisse geben einen Eindruck der Unterschiede zwischen Stenose- und

Vergleichsgruppe.
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Abbildung 18: Messungen der myokardialen linksventrikuliren Druckparameter im
Protokollverlauf in Vergleichs- und Stenosegruppe

Abbildungen 18 A&B zeigen den zeitlichen Verlauf der myokardialen Messgrofien des linksventrikuldren
Druckauf- und -abbaus/s (dPmax/dt sowie dPmin/dt) im Langendorff-Protokoll. In Abbildung 18 C ist der
zeitliche Verlauf des linksventrikulédr erzeugten Druckes (DP) dargestellt, 16 D zeigt analog den zeitlichen
Verlauf des endsystolischen Drucks (PES).

Brady = Bradykinin, Adeno = Adenosin, Iso = Isoproterenol, DP = developed pressure, PES = endsystolic
pressure, dPmax/dt; dPmin/dt = A des maximalen Druckauf- und -abbaus (mmHg) pro A der Zeit (s). Die
Daten der beiden Gruppen (Vergleichsgruppe, schwarz dargestellt n=9; Stenosegruppe, grau dargestellt n=7)
sind der Ubersicht halber als Mittelwerte und jeweilige positive oder negative SD angegeben. Statistische
Signifikanzen mit einem Siginifikanzniveau von p < 0,05 (*) bzw. p < 0,01 (**) und p <0,001 (***) (two-way

ANOVA) sind graphisch dargestellt.

Der Verlauf der linksventrikuliren Druckmessungen zeigt {iber das gesamte

Versuchsprotokoll hinweg hohere Werte fiir die Versuchsherzen der Stenosegruppe in
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Hinblick auf den linksventrikuldr erzeugten Druck sowie die Kontraktilitits- und
Relaxationsgeschwindigkeiten. Neben den durch die absoluten Werte insgesamt
abgebildeten Tendenzen, zeigten sich insbesondere in den friithen Phasen zu Beginn des
Versuchsprotokolls signifikant erhohte Werte der Druckparameter fiir die Stenosegruppe im
Gegensatz zur Vergleichsgruppe (siche Abbildungen 18 A-C in den Phasen ,,Preischemia“
bis ,,Plateau Brady*). Dariiber hinaus zeigten sich fiir den linksventrikuldren Druckaufbau
pro Sekunde wihrend der Applikation des B1-selektiven synthetischen Inotropikums
Isoproterenol mit Mittelwerten von 5586,56 + 1423,99 mmHg/s bzw. 5723,78 £ 1571,36
mmHg/s fiir die Vergleichs- und 7940,75 + 2482,12 mmHg/s bzw. 7939,50 + 2405,84
mmHg/s fiir die Stenosegruppe signifikante Unterschiede (sieche Abb. 18A ,,5 Minuten Iso*
sowie ,Plateau Iso*“ p < 0,05) und die stdrksten absoluten Verdnderungen der
linksventrikuldren Druckparameter. Eine analoge Tendenz zeigte sich auch fiir den
entsprechenden linkskardialen Druckverlust, hier jedoch ohne statistische Signifikanz
(-4621,22 £ 1250,01 mmHg/s vs. -5871,86 + 1260,45 mmHg/s p = 0,06793).

Zur Darstellung der relativen Kontraktilititsreserve wurden die absoluten Werte der
Druckmessungen im Folgenden durch Berechnung des jeweils relativen, prozentual
angegebenen Anstiegs fiir die einzelnen Druckparameter ausgewertet. In Abbildung 19 ist

eine graphische Zusammenstellung dieser berechneten Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 19: prozentuale Verinderungen der linksventrikuliren Druckparameter unter

Einfluss der einzelnen Medikamentenapplikationen in Vergleichs- und Stenosegruppe

Abbildung 19 zeigt die relativen, prozentual angegebenen Verdnderungen des linksventrikuldr erzeugten
Drucks (DP = developed pressure), endsystolischen Drucks (PES) sowie der Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeiten (dPmax/dt und dPmin/dt). Als Basis der prozentualen Angaben dienten die
Messungen vor der jeweiligen Medikamentenapplikation (sieche Abbildung 18: ,,Prd Brady*, ,,Prd Adeno®, Pra
Iso®).

DP = developed pressure, PES = endsystolic pressure, dPmax/dt; dPmin/dt = A des maximalen Druckauf- und
abbaus (mmHg) pro A der Zeit (s). Die Daten der beiden Gruppen (Vergleichsgruppe, schwarz dargestellt n=9;
Stenosegruppe, grau dargestellt n=7-8) sind als Mittelwerte = SD dargestellt. Statistische Signifikanzen mit
einem Siginifikanzniveau von p < 0,05 (*) bzw. p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) (two-way ANOVA) sind
graphisch dargestellt.
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen der absoluten Messungen der linksventrikuldren
Druckparameter, geben die in Abbildung 19 dargestellten prozentualen Ergebnisse einen
Hinweis auf das Ausmal} der Kontraktilititssteigerung des linksventrikuldren Myokards
unter dem Einfluss der verschiedenen Pharmaka. Zunéchst zeigt die graphische
Zusammenstellung, dass es unter Einfluss aller verschiedenen Pharmaka zu einer Erhéhung
der linksventrikuldren Druckparameter kommt. Fiir Bradykinin und Adenosin zeigten sich
die Messergebnisse zwischen den beiden Gruppen fiir alle Druckparameter in der Tendenz
unterschiedlich, jedoch konnten keine statistischen Signifikanzen entdeckt werden.
Isoproterenol zeigte als Bl-selektives Inotropikum die stirkste Wirkung auf die
linksventrikuldre Kontraktilitit. Dariiber hinaus zeigten sich unter Applikation von
Isoproterenol signifikante Unterschiede fiir die prozentuale Verdnderung der
Druckparameter wihrend der Applikation zwischen der Vergleichs- und Stenosegruppe: Es
zeigten sich flir den linksventrikulédr erzeugten Druck mit einem Mittelwert von 223,59 +
101,07% in der Vergleichsgruppe (n=9) und 127,06 £ 23,77% in der Stenosegruppe (n=S;
p<0,01), beziiglich der maximalen Kontraktionsgeschwindigkeit mit 292,93 + 131,80% in
der Vergleichs- und 198,19 +21,97% in der Stenosegruppe (p<0,05) , sowie der maximalen
Relaxationsgeschwindigkeit mit 325,03 £+ 158,48% in der Vergleichs- und 217,26 + 44,89%
in der Stenosegruppe (p<0,05) signifikante Unterschiede. Auch der ensystolische
linksventrikuldre Druck zeigte sich mit Mittelwerten von 225,16 £ 101,67 % in der
Vergleichs- und 122,19 + 37,40% in der Stenosegruppe (p<0,001) signifikant erhoht.

3.1.3. Mausgewicht, Herzgewicht und Ratio

Als Parameter zur Quantifizierung einer myokardialen Hypertrophie wurden — neben den
oben beschriebenen Messungen der linksventrikuldren Druckparameter — Messungen des
Korper- und Herzgewichts der Versuchstiere durchgefiihrt.

Vor Beginn eines jeden Versuchs wurde das jeweilige Gesamtgewicht der Versuchstiere
bestimmt, um zum einen die Dosierung der zur Anisthesie verwendeten Medikamente zu
berechnen sowie zum anderen Riickschliisse iiber den Habitus der Versuchstiere ziehen zu
konnen. Am Ende der Versuche wurden die Versuchsherzen gewogen. Eine
Zusammenschau dieser Messwerte ist in den Abbildungen 20 A&B gezeigt, zuséitzlich
erfolgte als Quotient aus Herz- und Mausgewicht eine prozentuale Angabe des Herzgewichts

am Gesamtgewicht der Versuchstiere (siche Abbildung 20 C)
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Abbildung 20: Gesamtkorpergewicht- sowie Herzgewicht der Versuchstiere sowie Quotient

aus beiden Messparametern in Vergleichs- und Stenosegruppe

Abbildungen 20 A&B zeigen jeweils die absoluten Messwerte fiir das Herzgewicht (A) und das
Gesamtkorpergewicht (B) der Versuchstiere. Zur relativen Darstellung sind in Abbildung 20 C die Ergebnisse
der Berechnung des Quotienten aus beiden absoluten Werten dargestellt.

Die Daten der beiden Gruppen (Vergleichsgruppe, schwarz dargestellt n=10; Stenosegruppe, grau dargestellt
n=8) sind als Mittelwerte = SD dargestellt. Statistische Signifikanzen mit einem Siginifikanzniveau von p <

0,05 (*) (ungepaarter t-Test) sind graphisch dargestellt.

Das absolute Herzgewicht mit Mittelwerten von 0,155 + 0,02g in der Vergleichs- sowie
0,183 + 0,04g in der Stenosegruppe und das Gesamtkorpergewicht der Versuchstiere mit
28,93 £+ 2,49¢g in der Vergleichs- sowie 27,43 + 3,66g unterschieden sich zwar in der
Tendenz, jedoch ohne statistische Relevanz (p=0,12 fiir Herzgewicht bzw. p=0,31 fiir
Mausgewicht). Unter Bildung des Quotienten aus Herz- und Gesamtkdrpergewicht konnten
jedoch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen im Sinne eines erhdhten
prozentualen Herzgewichts in der Stenosegruppe festgestellt werden (0,527 + 0,08% in der

Vergleichs- vs. 0,663 £+ 0,09% in der Stenosegruppe; p<0,05).
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3.1.4. ATP-Messungen im Langendorff-Efluat

Die photometrischen Messungen der ATP-Konzentrationen im Langendorff-Efluat von
Tieren der Vergleichsgruppe sowie solchen aus der Stenosegruppe erfolgte, um weitere
Einblicke in zu Grunde liegende Mechanismen der koronaren Autoregulation im neuen
murinen Modell der Aortenklappenstenose zu liefern. Dabei zeigten sich im Efluat der Tiere
aus der Stenosegruppe signifikant niedrigere ATP-Konzentrationen als bei denen der

Vergleichsgruppe. Zusammengefasst sind die Messergebnisse dabei in Abbildung 21:

ATP-Assay Efluat post-lschamie

251

20 A

ATP
Konzentration (pmol/l)

Abbildung 21: Messung der ATP-Konzentration im Langendorff-Efluat nach Globalischimie

Dargestellt sind die Messungen der ATP-Konzentrationen im Langendorff-Efluat nach einminiitiger
Globalischdmie. Die Daten der beiden Gruppen (Vergleichsgruppe, schwarz dargestellt n=3; Stenosegruppe,
grau dargestellt n=4) sind als Mittelwerte + SD dargestellt. Statistische Signifikanzen mit einem

Siginifikanzniveau von p < 0,05 (*) (ungepaarter t-Test) sind graphisch dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen hier mit ATP-Konzentrationen von 13,28 + 4,12 pmol/l in der
Vergleichs- sowie 10,28 + 0,61 umol/l in der Stenosegruppe — bei niedrigen n-Zahlen fiir
die Versuchstiere (n=3 in der Vergleichsgruppe, n=4 in der Stenosegruppe; p = 0,018) —

signifikante Unterschiede.
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3.2. Histologische Untersuchungen

3.2.1. Morphologische Verinderungen der Aortenklappe

Zur Darstellung der valvuldren Umbauprozesse im Sinne von morphologischen
Klappenverianderungen, die durch mechanische Induktion einer Aortenklappenstenose in
den Versuchstieren hervorgerufen wurden, erfolgte eine histologische Betrachtung der
Aortenklappen von Versuchstieren der Vergleichs- und Stenosegruppe. Zur besseren
Darstellung der mikroskopischen Strukturen wurden die Schnittbildpraparate mit Hilfe von
Héamatoxylin und Eosin angefirbt. In Abbildung 22 sind exemplarisch jeweils zwei
Ubersichtsaufnahmen von Aortenklappen aus der Vergleichs- (Abb. 22 A&B) und der
Stenosegruppe (Abb. 22 C&D) gegeniibergestellt.

Abbildung 22: Ubersichtsaufnahmen der Aortenklappe in der Vergleichs- und Stenosegruppe

Abbildungen 19 A&B zeigen Ubersichtsaufnahmen der Aortenklappenebene von altersgematchten
Versuchstieren der Vergleichsgruppe, 19 C&D solche der Stenosegruppe in H&E-Farbung sowie 10-facher

VergroBerung. Mit Pfeilen sind die deutlich verdickten und verplumpten Klappentaschen in der Stenosegruppe
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markiert. Die mit Sternen (*) markierten, ungefiillten Koronararterien bestitigen das erfolgreiche

»Auswaschen der restlichen Blutbestandteile vor der histologischen Aufbereitung.

Durch die retrograde Perfusion der Koronarostien sowie des Aortenbulbus mit phosphat-
gepufferter Saline (PBS) konnten Blutriickstinde an den Aortenklappen sowie in den
Koronararterien entfernt werden. Den Erfolg dieser Mafinahme zeigen die mit Markierungen
(*) versehenen ungefiillten Querschnitte der Koronararterien in Abbildungen 22 A-D. In
allen Ubersichtsaufnahmen ist die trikuspide Aortenklappe mit ihren drei Klappentaschen
zu sehen. Die Ebene der Aufnahme entspricht dabei in etwa der Hohe des Abganges der
Koronararterien (siehe ,,** in Abb. 22 A-D). Auf dieser Hohe sind auch die Insertionsstellen
der Klappentaschen am Aortenbulbus (siche beispielsweise ,,# in Abb. 23 B-D) zu sehen.
Die mikroskopischen Aufnahmen der Versuchstiere in der Vergleichsgruppe zeigten
schlanke, regelrecht konfigurierte Klappentaschen (siehe Abbildungen 22 A&B). Im
Gegensatz dazu zeigten sich die Aortenklappen der Stenosegruppe deutlich verplumpt und
die einzelnen Klappentaschen verdickt (sieche Pfeile in Abbildungen 22 C&D).
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Abbildung 23: Aortenklappenebene von Herzen der Vergleichs- und Stenosegruppe

Abbildung 23 A-D zeigt die Aortenklappenebene eines Herzens eines Versuchstieres der Vergleichsgruppe
(20A) im Gegensatz zu solchen der Stenosegruppe (20 B-D) in Hamatoxylin-Eosin Verfarbung in 40-facher
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VergroBerung. Mit Pfeilen markiert sind die deutlich verdickten sowie aufgetriebenen Klappentaschen der
Aortenklappen von Tieren der Stenosegruppe, Rautezeichen markieren deutlich verdickte Insertionsstellen

(Raphen) der Klappentaschen am Bulbus aortae.

Dartiber hinaus zeigen sich bei Betrachtung der histologischen Bilder in stérkerer
Vergroflerung endotheliale Defekte der Klappentaschen mit Abschilferungen von
Endothelzellen sowie eine unschirfere Abgrenzbarkeit der Klappentaschen von
Aortenklappen in Versuchstieren der Stenosegruppe (siehe auch hier die Pfeile in Abbildung
23 B-D). Die Klappen der Vergleichsgruppe zeigten sich zart und glatt berandet (siche
exemplarisch Abbildung 23 A). AuBerdem =zeigten sich histologisch auch die
Insertionsstellen der Klappentaschen am Aortenbulbus deutlich aufgetrieben und verdickt

(siche Rautezeichen ,,#* in Abbildungen 23 B-D).

3.2.2. Klappendicke und Klappenfliche

Zur Quantifizierung der oben bildlich dargestellten morphologischen valvulidren
Umbauprozesse der Aortenklappen bei Versuchstieren der Stenosegruppe erfolgten mit
Hilfe der Graphiksoftware Fiji (ImageJ, Erstentwickler Wayne Rasband, National Institutes
of Health, USA) Messungen der maximalen Dicke der einzelnen Klappentaschen sowie der
Gesamtklappenfldche einer geeigneten Klappenebene in beiden Versuchsgruppen. Durch
Bestimmung dieser beiden Parameter wurden der maximalen morphologischen
GroBenzunahme einer Klappentasche zum einen und der Verdnderungen der jeweiligen
Aortenklappe im Gesamten Rechnung getragen. Eine graphische Gegeniiberstellung dieser

Messergebnisse zeigt die Abbildung 24.
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Abbildung 24: Messungen von Klappenfliche und Klappendicke in Vergleichs- und

Stenosegruppe

Abbildungen 24 A&B zeigen graphisch gegeniibergestellt Messungen der Klappenfliche sowie — dicke jeweils
in der Vergleichs- im Gegensatz zur Stenosegruppe.

Die Daten der beiden Gruppen (Vergleichsgruppe, schwarz dargestellt n=8; Stenosegruppe, grau dargestellt
n=6) sind als Mittelwerte + SD dargestellt. Statistische Signifikanzen mit einem Siginifikanzniveau von p <

0,05 (*) sowie p < 0,01 (**) (ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) sind graphisch dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen fiir die Klappendicke mit Mittelwerten von 51,75 + 22,74 um in der
Vergleichs- und 111,2 + 48,06 um in der Stenosegruppe signifikante Unterschiede (p<0,05)
der jeweils dicksten Klappentaschen. Auch die Messungen der gesamten Klappenfldche
zeigen mit Mittelwerten von 0,092 + 0,018 mm? in der Vergleichs- und 0,174 + 0,049 mm?
in der Stenosegruppe (p<0,01) signifikante Unterschiede und unterstreichen damit den

morphologischen Eindruck der Ubersichtsaufnahmen.
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4. Diskussion

4.1. Mausmodelle und ,,wire injury*

Die dieser Arbeit zu Grunde liegende Methode zur Induktion einer solchen Aortenstenose
stellt der mechanische ,,wire injury“ dar, die erstmals von Honda et al. 2014 beschrieben
wurde. Hier wurde — wie im Methodenteil beschrieben — unter volatiler Anésthesie mittels
eines flexiblen Drahts durch mechanische Manipulation im Bereich der Aortenklappe ein
Umbauprozess induziert, der letztlich zur Aortenklappenstenose fithrte (Honda et al. 2014).
Bis zur Entdeckung dieser mechanisch induzierten Aortenklappenstenose fokussierte sich
die Forschung im Bereich der murinen Aortenklappenstenose auf verschiedene andere
Methoden. Hierbei seien zuerst die didtetisch geprigten Methoden genannt, in denen durch
eine fett- sowie kohlenhydratreiche Erndhrung der Versuchstiere ein erhdhtes Vorkommen
von Aortenklappenstenosen induziert wurde (Drolet et al. 2006).

Zusitzlich existierten etablierte Modelle beziiglich der degenerativen Aortenklapenstenose
beruhend auf verschiedenen Methoden mit transgenen Mausstimmen (ApoE-KO-Maéuse,
Angiotensin/Renin-transgene Méuse, LDL-R-KO-Méuse), beispielsweise mit genetisch
induzierten Stoffwechselstorungen im Sinne von Hypercholesterindmien (Plump et al. 1992;
Zhang et al. 1992) und arterieller Hypertonie (Merrill et al. 1996).

Ein entscheidender Nachteil dieser Methoden war dabei vor allem die lange Dauer (ca. 10
Monate in Apo-E-defizienten Maidusen (Tanaka et al. 2005)) bis zum Auftreten
entsprechender Aortenklappenstenosen. Zusédtzlich zeigten in diesen Modellen teils nur ca.
die Hélfte der Tiere im Verlauf der Untersuchungen eine hdmodynamisch relevante
Aortenklappenstenose (Miller, Weiss, and Heistad 2011). Entsprechende Vorteile soll nun
die neue Methode von Honda et al. bieten, um in kiirzerer Zeit von ca. 4 Wochen
echokardiographisch sowie himodynamisch relevante Stenosierungen der Aortenklappe zu
induzieren (Honda et al. 2014). In weiteren Versuchen zeigte sich im Verlauf auch die
Moglichkeit der Bestimmung der Intensitit der Aortenklappenstenose anhand des
verwendeten Protokolls fiir die ,, wire injury “ und hiermit bessere Adaptation auf die humane
Aortenklappenstenose (Niepmann et al. 2019; Quast et al. 2022).

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit war die weitere Charakterisierung dieser Methode und
die dabei in den Versuchstieren/-herzen entstehenden myokardialen Adaptations- sowie

valvuldren Umbauprozesse.
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Der generellen Aufteilung im Ergebnisteil folgend, werden nun im Rahmen der Diskussion
zunichst die Ergebnisse der Langendorff-Perfusion — einschlieflich der Messungen
beziiglich des Koronarflusses sowie der linksventrikuldren Druckparameter — analysiert und
in den Kontext der aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnisse gesetzt.

Darauffolgend werden dann die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen nédher
beleuchtet. Insgesamt sollen dabei auch weitere Ausblicke gegeben, sowie Limitationen der

angewandten Methoden und Untersuchungstechniken beleuchtet werden.

4.2. Langendorff-Perfusion

Zur Charakterisierung der myokardialen Adaptation nach erfolgreicher Induktion einer
Aortenklappenstenose wurden an murinen Versuchstierherzen ex vivo im Rahmen der
Langendorff-Perfusion zum einen Messungen des Koronarflusses — und damit Riickschliisse
auf die Reagibilitdt der Koronararterien — sowie zum anderen Messerungen der
linksventrikuldren Druckparameter durchgefiihrt. Im Folgenden sollen nun zunéchst die
Messungen fiir Koronarfluss und koronare Reagibilitit vorgestellt und die wichtigsten
Ergebnisse besprochen werden. Darauf folgen die linksventrikuldren Druckparameter. In
den einzelnen Kapiteln wird dann auch eine Verkniipfung zum klinischen Forschungsstand

im Bereich der humanen Aortenklappenstenose stattfinden.

4.2.1. Koronarfluss und koronare Reagibilitit

Als erster Versuchsarm wurde zu Beginn der Langendorff-Perfusion nach
Aquilibrierungsphase eine einminiitige Globalischimie induziert. Hauptziel dieser
kompletten Unterbrechung der Perfusion war die Evaluation des Koronarflusses und
etwaiger Unterschiede beziiglich der koronararteriellen Reagibilitit von Versuchstierherzen
sowie solchen mit Aortenklappenstenose. Schon 2004 wurde in Langendorff-Studien die
Messung der koronaren Reserve nach Globalischimie bei gesunden Versuchstieren
beschrieben (Bratkovsky et al. 2004). Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse deuten dabei
auf einen in Ruhe — nicht signifikant — erhohten Koronarfluss in der Stenosegruppe im
Gegensatz zur Vergleichsgruppe hin. Dariiber hinaus konnte nach Globalischdmie im
Rahmen einer Hyperdmiephase in den Herzen der Stenosegruppe ein signifikant niedrigerer
absolut gemessener Koronarfluss sowie signifikant geringerer relativer Anstieg des
Koronarflusses gegeniiber der Vergleichsgruppe gezeigt werden (sieche Abbildung 17 B und
O).
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Dieser Effekt ist durch die myokardiale Hypertrophie als Adaptation an die erhohte
linksventrikuldre Nachlast zu erkldren. Als Adaptationsmechanismus im Rahmen der
Myokardhypertrophie wird so durch einen erhohten koronararteriellen Fluss in Ruhe eine
adidquate Myokardperfusion aufrechterhalten. Im Rahmen einer Ischdmie — wie bspw. der
Globalischdmie im Versuchsautbau — kann jedoch aufgrund mangelnder koronarer
Reservekapazititen keine addquate Steigerung des Koronarflusses erreicht werden.
Angewandt auf die Aortenklappenstenose bei Menschen ist dabei die Entstehung von
Kardinalsymtpomen der Aortenklappenstenose im Sinne von Angina pectoris, Synkopen
sowie Dyspnoe vor allem in Situationen mit erhohtem myokardialen Perfusionsbedarf unter
Belastung (Michail et al. 2018; Lancellotti and Nchimi 2017) die klinische Konsequenz der
verminderten koronaren Flussreserve (Zhou et al. 2022). Untermauert werden diese
Ergebnisse durch Studien mit invasiver Koronarflussmessung beim Menschen mittels
Thermodilution (Carberry, Ang, and Berry 2022; Paolisso et al. 2022). Auch in
vorhergehenden Untersuchungen des Koronarflusses im Tiermodel (mittels transaortaler
Konstriktion; TAC), konnte eine Einschrinkung der koronararteriellen Flussreserve in
Abhiéngigkeit zur myokardialen Hypertrophie gezeigt werden (Hartley et al. 2008). In diesen
Studien wurden zur Eruierung der koronararteriellen Flussreserve echokardiographische
Messungen der Flussgeschwindigkeiten des Ramus interventricularis anterior (RIVA)
durchgefiihrt — dhnlich wie bei der Stressechokardiographie im Menschen (siehe weiter
unten) (Wu et al. 2013). Auch in einem murinen Modell der Aortenklappeninsuffizienz
konnte eine myokardiale Hypertrophie und eingeschriankte Koronarreserve gezeigt werden
(Wang et al. 2015).

Pathophysiologisch kommen bei der Aortenklappenstenose in vivo dann neben der
myokardialen Hypertrophie und der daraus resultierenden Kompression der Koronarien von
aullen auch eine im Verlauf entstehende diastolische kardiale Dysfunktion im Rahmen der
sinkenden Elastizitit des linken Ventrikels sowie ein verminderter Koronarfluss aufgrund
einer verminderten diastolischen Perfusion im Rahmen des Venturi-Effekts (McConkey et
al. 2019) hinzu. Limitierend ist hier beziiglich der Messungen in dieser Arbeit zu erwéhnen,
dass im Rahmen der Langedorff-Perfusion ex-vivo, diese Faktoren aufgrund der retrograden
Perfusion mit methodisch bedingt konstantem Perfusionsdruck nicht von entscheidender
Bedeutung sind. Zusammengefasst deuten sie jedoch auf die wichtige Rolle der
myokardialen Hypertrophie bei der Entstehung einer mangelnden Kkoronaren

Perfusionsreserve im Rahmen der Aortenklappenstenose hin. Die Ergebnisse zeigen somit,
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dass das Modell geeignet ist, humane myokardiale und koronare Pathomechanismen
abzubilden und zu untersuchen.

Die koronare Perfusion wird von verschiedenen Mechanismen determiniert. Dabei spielen
endotheliale Faktoren besonders in groeren Arteriolen und Arterien eine Rolle. Hier ist vor
allem eine Aktivierung der NO-Synthase — ausgelost durch mechanischen ,,shear-stress *“ auf
die Arterienwand — sowie Adenosin- sowie Adrenorezeptoren zu nennen. Dariiber hinaus
spielen in kleineren und mittleren Arteriolen Autoregulationsmechanismen in Gegenwart
von metabolischen Faktoren (bspw. Sauerstoff- sowie Kohlenstoffdioxid-Konzentrationen,
pH-Wert) (de Waard et al. 2018) eine entscheidende Rolle.

Die in dieser Arbeit dargestellten ATP-Messungen im Langendorff-Efluat weisen auf die
wichtige Rolle von Adenosin und seinen Metaboliten im Rahmen der koronaren
Autoregulation vor allem im Bereich der groBBeren Arteriolen und Koronararterien hin. Hier
konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die im Mausmodell durch intravendse Adenosin-
sowie auch ATP-Applikation resultierende koronare Vasodilatation bei Apo-E-KO-Méausen
eingeschrinkt ist (Mercier et al. 2012). Die im Ergebnisteil gezeigten erniedrigen ATP-
Konzentrationen im Efluat nach Globalischdmie (sieche Abbildung 21) bei Versuchstieren
mit induzierter Aortenklappenstenose weisen auch in dieser Arbeit auf den Einfluss von ATP
sowie Adenosin bei der koronaren Autoregulation und Determinierung der koronaren
Reserve hin.

Die wichtige Funktion der NO-Synthase im Rahmen der koronaren Flussreserve und
endothelialen Dysfunktion konnte auch in Studien an NO-Knock-Out-Mauslinien gezeigt
werden (Godecke et al. 1998), wo eine eingeschrinkte Reagibilitit der Flussreserve auf
Globalischdmie im Langendorff-Modell gezeigt werden konnte. Durch vorhergehende
Analysen der Arbeitsgruppe konnte auch im hier vorgestellten Modell der murinen
Aortenklappenstenose nach 4 Wochen eine endotheliale Dysfunktion gezeigt werden
(Gyamfi Poku 2022).

Auch unter Applikation von primér vasodilatativen Substanzen wie Bradykinin sowie
Adenosin deuten in der hier vorgelegten Arbeit Trends auf eine erniedrigte Koronarreserve
bei den Herzen mit Aortenklappenstenose hin. Unter Einfluss des positiven Inotropikums
und Vasodilatators an glatter GefdBmuskulatur Isoproterenol zeigen sich die relativen
Flussanstiege signifikant niedriger in der Stenosegruppe. Hier kann vermutet werden, dass
die ohnehin schon verringerte Koronarreserve unter den induzierten positiv inotropen,
gepaart mit den zusdtzlich vasodilatativen (Rodriguez et al. 1993) Eigenschaften des

Isoproterenols durch die gleichzeitig verstirkte Myokardkontraktion weiterhin
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eingeschriankt wird. Diese Ergebnisse sind vor allem interessant im Hinblick auf die
zunehmende Patientenzahl mit asymptomatischer hohergradiger Aortenklappenstenose,
welche sich im klinischen Monitoring vor zukiinftiger interventioneller Therapie befinden.
Im Rahmen der beschriebenen Adaptationsmechanismen sowohl im Mausmodell als auch
beim Menschen, ist hier von einer iiber eine lingere Zeit bestehenden Kompensation der
steigenden linksventrikuldren Nachlast durch einen basal erhohten Koronarfluss
auszugehen. Erst bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf reicht dann die koronare Reserve
sowie Kontraktilititsreserve (sieche Kapitel ,,Myokardhypertrophie und kontraktile
Reserve™) nicht mehr aus, um eine ausreichende systemische sowie koronararterielle
Perfusion zu gewéhrleisten. Bei Patienten, die dann ,,symptomatisch® werden, ist eine
deutliche Zunahme der Mortalitit zu beobachten (Grimard, Safford, and Burns 2016).
Studien bei Patienten mit Aortenklappenstenosen und interventioneller Therapie mittels
transarteriellem Aortenklappenersatz (TAVI) konnten eine deutliche Verbesserung der
koronaren Reserve sowie Senkung der linksventrikuldren Druckverhiltnisse direkt nach
Intervention zeigen (Wiegerinck et al. 2015; Ben-Dor et al. 2014), was auf eine teilweise
Reversibilitdt der Pathomechanismen hindeutet. Diese deuten darauf hin, dass vor allem die
verringerten intrakavitdren Druckverhéltnisse im linken Ventrikel schlagartig die koronare
Perfusion verbessern und damit auch die koronare Reservefunktion optimiert wird (Rolandi
et al. 2016).

In Hinblick auf die bei entsprechendem Risikoprofil (metabolisches Syndrom,
Nikotinkonsum, hohes Alter, familidre Pradisposition) auch verstirkt auftretende
Komorbiditdt von Aortenklappenstenosen mit einer relevanten stenosierenden koronaren
Herzerkrankung erhilt die Relevanz einer erhaltenen Koronarreserve einen hohen
Stellenwert. Bei Patienten mit KHK zeigt sich bei erhaltener Koronarreserve — bei Snoer et
al. echokardiographisch gemessen — eine erhohte kardiopulmonale Fitness in
spiroergometrischen  Untersuchungen der maximalen Sauerstoffaufnahmekapazitit
(VOomax) (Snoer et al. 2014). Die Messung der koronaren Reserve erfolgt dabei beim
Menschen stress-echokardiographisch — durch direkte dopplersonographische Messungen
des Flusses im RIVA in Ruhe sowie unter ,,Stressbedingungen* (Dimitrow 2003; Mulvagh
and Mokhtar 2019). Hier hat sich im Verlauf der letzten Jahre die ,,Quadrupel-
Stressechokardiographie® etabliert, zu der — neben der Detektion von regionalen
Wandbewegungsstérungen — auch die echokardiographische Messung von koronarer sowie

kontraktiler Reserve gehort (Picano, Morrone, et al. 2019).
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4.2.2. Myokardhypertrophie und kontraktile Reserve

Im Weiteren werden nun die erhobenen Messdaten der linksventrikuldren Druckparameter
besprochen. Wie schon im Kapitel ,,Koronarfluss und koronare Reagibilitit* beschrieben,
deuten auch die Messdaten aus dieser Arbeit hier deutlich auf eine linksventrikuldre
Myokardhypertrophie im  Rahmen der myokardialen Adaptation an die
Aortenklappenstenose hin. Vor allem in den frithen Phasen der Perfusion nach stattgehabter
Aquilibrierung zeigen sich signifikant erhdhte linksventrikuldr aufgebrachte Driicke
(,,developed pressure”, DP) sowie Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeiten
(dPmax/dt; dPmin/dt = A des maximalen Druckauf- und abbaus (mmHg) pro A der Zeit (s))
in der Stenosegruppe im Gegensatz zur Vergleichsgruppe (siche Abb. 16). Unter positiv
inotropem sowie lusitropem Einfluss von Isoproterenol zeigt sich in den absoluten
Messwerten in der Vergleichs- sowie Stenosegruppe ein signifikanter Unterschied im
Rahmen der Kontraktions- sowie Relaxationsgeschwindigkeiten. Diese Effekte sind im
Trend auch unter Einfluss von Adenosin zu verzeichnen, hier aber nicht signifikant.

Diesen basal erhohten linksventrikuliren Druckparametern der Herzen aus der
Stenosegruppe ist eine funktionelle Einbufe der ,,kontraktilen Reserve* gegeniiberzusetzen.
Diese zeigt sich bei Betrachtung der relativen Anstiege der linksventrikuldren
Druckparameter unter Einfluss verschiedener Pharmaka: bei Bradykinin sowie Adenosin
schon im Trend hohere prozentuale Anstiege von erzeugtem Druck sowie Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit, zeigen sich unter positiv inotropem, lusitropem und
vasodilatativem Einfluss von Isoproterenol signifikante Unterschiede in diesen Parametern
(siehe Abbildung 19). Das spricht insgesamt fiir eine herabgesetzte ,,kontraktile Reserve* im
Rahmen der fortschreitenden myokardialen Hypertrophie. Ahnliches konnte auch in Studien
mittels Zellkultur an Kardiomyozyten im Sinne einer geringeren Kontraktilitdt gezeigt
werden (Ott et al. 2021; Ito et al. 2000). Die myokardiale Hypertrophie wurde in diesen
Studien mittels transversaler aortaler Konstriktion (TAC) erreicht, einer der induzierten
Aortenklappenstenose dhnlichen Methode mit dem primédren Ziel der Induktion einer
myokardialen Hypertrophie (deAlmeida, van Oort, and Wehrens 2010). Studien unter
Verwendung dieser Methode konnten bereits einen engen Zusammenhang zwischen
eingeschrinkter koronarer sowie kontraktiler Reserve zeigen (Hartley et al. 2008).

Im Rahmen von echokardiographischen Untersuchungen unter Einfluss inotroper Pharmaka
(,,Stress-Echokardiographie®) hat sich im Laufe der letzten 20 Jahre eine funktionelle
Messung der kontraktilen Reserve im Rahmen von Stress-Echokardiographien auch im

Menschen etabliert. Zur Berechnung werden hier die Verhéltnisse des systolischen
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Blutdrucks zum endsystolischen Volumen in Ruhe sowie unter induziertem myokardialem
Stress — mittels korperlicher Belastung oder unter Zuhilfenahme inotroper/vasodilatativer
Substanzen (Dobutamin/Adenosin) — verwendet (Picano, Bombardini, et al. 2019). Hier
konnte fiir Menschen mit linksventrikuldrer Hypertrophie eine verminderte kontraktile
Reserve unter Einfluss von Dobutamin gezeigt werden (Fontanet, Pérez, and Davila-Roman
1996). In Studien konnte auch gezeigt werden, dass eine solche erniedrigte kontraktile
Reserve bei Patienten mit — noch asymptomatischer — hochgradiger Aortenklappenstenose

mit einer erhohten Mortalitét einhergeht (Arbucci et al. 2022; O'Connor et al. 2010).

Zusétzlich zu den funktionellen Messungen in der Langendorff-Perfusion in dieser Arbeit,
zeigen auch bildgebende Verfahren wie Echokardiographie und Kardio-MRT-
Untersuchungen von Tieren mit induzierter Aortenstenose eine deutliche linksventrikuldre
Myokardhypertrophie ~ (Quast et al.  2022).  Angetriecben  wird  dieser
Adaptationsmechanismus dabei von erhohten Plasmaspiegeln von Wachstumsfaktoren wie
IGF-1 (Insulin-like-growth-factor 1)(Villar et al. 2009), die initial vor allem durch
Hypertrophie der Kardiomyozyten charakterisiert ist. Erst bei weiter fortschreitender
Erkrankung und léngerfristig bestehender erhohter linksventrikuldrer Nachlast spielen dann
Umbauprozesse im Sinne einer Fibrosierung eine stirkere Rolle (Bing et al. 2019).

Auch die Messungen von Maus- sowie Herzgewicht bei Versuchs- und Stenosetieren in
dieser Arbeit unterstiitzen dabei die zentrale Rolle der myokardialen Hypertrophie und
zeigen dabei unter Bildung eines Herzgewicht-/Mausgewicht-Quotienten signifikant hohere
Anteile des Herzgewichts am Gesamtgewicht bei Tieren mit Aortenklappenstenosen (siche
Abbildung 20). Ahnliche Ergebnisse beziiglich des gestiegenen Herzgewichts zeigen dabei
auch andere Studien an hypercholesterindmen Mausen mit Aortenklappenstenose (Miller et
al. 2010). Dabei schreitet die Hypertrophie im Verlauf im murinen Modell weiter fort und
tragt dann auch zu einer erhdhten Mortalitit in den Versuchstieren bei, gezeigt im initialen

., Wire injury “-Modell von 2014 (Honda et al. 2014).

4.3. Histologische Untersuchungen

Grund der oben beschriebenen myokardialen Umbauprozesse mit resultierend
eingeschrinkter kontraktiler sowie koronarer Reserve ist bei der Aortenklappenstenose
funktionell eine Obstruktion des linksventrikuldren Ausflusstrakts im Bereich der
Aortenklappe. Diese Obstruktion entsteht dabei durch fortschreitend zunehmende

Umbauprozesse und somit Verdickung der Aortenklappentaschen, die zu einer Reduktion
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der Aortenklappendffnungsfliche fiihren. Dabei wurde lange eine primdre Kalzifizierung
der Klappentaschen als zentraler Pathomechanismus vermutet. Hier hat sich jedoch mit
vermehrten wissenschaftlichen Erkenntnissen ein komplexerer pathomechanischer
Zusammenhang verschiedener Faktoren wie Inflammation, endothelialer Dysfunktion und
Calcium- sowie Fetteinlagerungen in die Klappe gezeigt (Katsi et al. 2021). Die
morphologischen Verdnderungen solcher stenosierten Aortenklappen konnten im Rahmen
dieser Arbeit mittels histologischer Untersuchungen dargestellt und quantifiziert werden und
dadurch bei Tieren mit induzierter Aortenklappenstenose nach ,, wire injury” deutliche
valvuldre Umbauprozesse gezeigt werden.

Anatomisch zeigen physiologische Aortenklappentaschen ein fibringses Geriist, dem zur
ventrikuldren und aortalen Seite jeweils eine schmale Endothelschicht aufliegt (Piazza et al.
2008). Im Rahmen der valvuldren Umbauprozesse bei induzierter Aortenklappenstenose
zeigt sich vor allem eine Verplumpung sowie Verdickung der Klappentaschen. Diese ist in
der histologischen Aufarbeitung in den mittigen/zentralen Anteilen der Aortenklappe im
Bereich der Adaptationszone am deutlichsten zu erkennen (siche Abb. 20 B, C & D).
Zusitzlich  zeigt sich auch im Bereich der Raphen (Insertionsstellen der
Aortenklappentaschen mit dem Aortenbogen) eine deutliche Auftreibung des Gewebes
(siche Abbildung 23, Raute-Zeichen). In den in dieser Arbeit vorgelegten histologischen
Abbildungen der Aortenklappen zeigt sich hier zusdtzlich zur Vermehrung des valvuliren
Gewebes auch eine erhdhte Zelldichte. Diese duf3ert sich in einer morphologisch deutlich
gestiegenen Anzahl an Zellkernen. Dazu kommt eine morphologische Vermehrung des
extrazellularen Raums (EZM) im Bereich der Klappentaschen. In Mausmodellen mit
metabolisch induzierter Aortenklappenstenose konnten hier vermehrt Makrophagen,
»Schaumzellen* (Makrophagen mit intrazelluldren Lipidansammlungen) sowie Calcium-
Einlagerungen festgestellt werden (Drolet et al. 2006). Die histologischen Untersuchungen
deuten hier im Rahmen der unterschiedlichen Ausprigung der Verplumpung auch auf die
Moglichkeit einer Differenzierung des Schweregrades der Aortenklappenstenose hin, die mit
dem ,, wire injury* erreicht wird (Niepmann et al. 2019; Quast et al. 2022). Ahnliche
inflammatorisch/proliferative Prozesse und histologische Verdnderungen konnten auch im
initialen ,, wire-injury “-Modell (Honda et al. 2014) gezeigt werden und deuten damit auf die
hohe Wertigkeit und Reproduzierbarkeit dieser neuen Methode zur Evaluation der

Aortenklappenstenose im Mausmodell hin.
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4.4. Limitationen dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die ndhere Charakterisierung eines murinen Modells der
Aortenklappenstenose nach mechanisch induziertem ,, wire injury” im Hinblick auf die
myokardiale Adaptation sowie valvuldre Umbauprozesse. In der Langendorff-Perfusion
konnte gezeigt werden, dass bei Versuchstieren mit Aortenklappenstenose eine myokardiale
Hypertrophie, gepaart mit einer eingeschrankten koronaren Perfusionsreserve vorliegen.
An dieser Stelle sollen jedoch auch methodische Limitationen aufgezeigt werden. Hier ist
zum einen zu erwédhnen, dass in dieser Versuchsreihe alle Medikamentenapplikationen an
einem Herzen — zwar unter Einhaltung von ,, Auswaschphasen® — hintereinander
durchgefiihrt wurden. So konnten mogliche Einschrinkungen beziiglich der Aussagekraft
der zuletzt gemessenen Werte fiir die Adenosin- sowie Isoproterenol-Applikationen
entstehen. Fiir eine weitere Differenzierung wéren hier sicher im Verlauf weitere Messungen
mit alleiniger Applikation der einzelnen Pharmaka sinnvoll, um Fehlmessungen
auszuschlieBen. Auch eine Applikation verschiedener Dosierungen der Pharmaka kann hier
von Vorteil sein, um den aktuell nicht signifikanten Einfluss der Bradykinin- sowie
Adenosin auf sowohl den koronararteriellen Fluss sowie die linksventrikuldren
Druckparameter in Stenosetieren weiter zu erforschen.

Dariiber hinaus wurden im Rahmen der Messungen in dieser Arbeit die linksventrikuldren
Ejektionsfraktionen (EF) der Versuchstiere mit induzierter Aortenklappenstenose sowie der
Vergleichsgruppe nicht im Prozedere der Langendorff-Perfusion sowie histologischen
Untersuchungen unterschieden. Hier sollten im Verlauf weitere Untersuchungen in diesem
murinen Modell der Aortenklappenstenose unter Beriicksichtigung der Ejektionsfraktion
erfolgen, um noch differenziertere Aussagen treffen zu konnen. Dieser Punkt fiihrt zur
Limitation, dass in dieser Arbeit aktuell nur ,junge™ Versuchstiere, relativ kurz nach
Induktion der Aortenklappenstenose (4 Wochen nach ,, wire injury *“) untersucht wurden. Fiir
die weitere Untersuchung myokardialer Verdnderungen sowie auch histologischer
Parameter ist hier weitere Forschung auch in weiter fortgeschrittenen Erkrankungsstadien
notwendig.

Im Rahmen der histologischen Untersuchungen wurden in dieser Arbeit die valvulédren
Umbauprozesse fokussiert. Wie jedoch weiter oben mehrfach beschrieben, nimmt die
myokardiale Hypertrophie eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese fortgeschrittener
Aortenklappenstenosen ein. Hier sind im Verlauf weitere histologische Untersuchungen zur
Beurteilung der myokardialen Adaptionsvorgdnge auf Gewebe- und zellulirer Ebene

notwendig.
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4.5. Zusammenfassung und Ausblick

Als héaufigste Herzklappenerkrankung in der westlichen Welt stellt die degenerative
Aortenklappenstenose eine wichtige Entitdt mit steigender Pravalenz und Mortalitit dar.
Besonders auch aufgrund der initial lange schleichend voranschreitenden
Aortenklappensklerose ohne himodynamische Relevanz und klinische Symptomatik, ist die
Diagnosestellung dabei oft sehr verzogert. Bei Erstdiagnose liegt dann oft bereits eine
hohergradige Stenosierung vor und die therapeutischen Moglichkeiten zeigen sich begrenzt,
wobei bis heute keine suffiziente medikamentdse Therapieoption zur Pravention der
Aortenklappenstenose vorliegt.

In dieser Arbeit konnte nun ein 2014 neu etabliertes Mausmodell zur mechanischen
Induktion einer Aortenklappenstenose weiter charakterisiert werden. Die in diesem Modell
induzierten Aortenklappenstenosen zeigen dabei dhnliche pathomechanistische Grundlagen
wie die degenerative Aortenklappenstenose beim Menschen, eine Vergleichbarkeit ist damit
gegeben. Durch die in diesem Modell vor allem induzierten mittelgradigen
Aortenklappenstenosen wird hiermit vor allem die im Menschen initiale Phase der
symptomfreien Aortenklappenstenose abgebildet und in dieser Arbeit gezeigt, dass auch
schon friih im Erkrankungsverlauf entscheidende myokardiale sowie valvuldre Adaptationen
und Umbauprozesse stattfinden. Das legt nahe, dass durch eine frithe Diagnosestellung und
Therapie die Umbauprozesse zum Teil unterbunden und somit eine Verringerung der
Mortalitdt bewirken konnte im Sinne einer zukiinftigen sogenannten ,targeted therapy*.
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten dabei auf die Entwicklung einer myokardialen
Hypertrophie als wichtigsten Pathomechanismus im Rahmen der myokardialen Adaptation
an die steigende linksventrikuldre Nachlast hin. Im Rahmen dieser Hypertrophie konnte
deutlich eine funktionelle Einschrinkung der koronaren Flussreserve bei Versuchstieren mit
Aortenklappenstenose — unter Einfluss einer Globalischimie sowie verschiedener
vasodilatativer und inotroper Pharmaka — gezeigt werden. Konsekutiv zeigte sich auch die
kontraktile Reserve bei Versuchstieren mit induzierter Aortenklappenstenose eingeschréankt.
All diese strukturellen und funktionellen Adaptationsmechanismen basieren dabei auf einer
erhohten linksventrikuldren Nachlast als Ausdruck der sich verkleinernden
Aortenklappendffnungsfldche bei fortschreitender Stenosierung der Klappentaschen. Eine
deutliche Verplumpung und Verdickung der Aortenklappen konnte in dieser Arbeit im

Mausmodell verdeutlicht werden.
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Zusammenfassend liegt mit diesem neuen murinen Modell der Aortenklappenstenose also
eine neue valide Methode zur weiteren Erforschung der Erkrankung vor. Im Verlauf sind
hier weitere Forschungsbemiihungen sinnvoll und notwendig, um weitere Gesichtspunkte
der Erkrankung wie morphologische myokardiale Verdnderungen darzustellen.

Hierbei ist im Verlauf vor allem die Moglichkeit der Etablierung verschiedener
medikamentoser Therapieregime zur Verlangsamung der Erkrankungsprogredienz ein

wichtiges Forschungsbestreben.
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