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1. Einleitung

1.1 Die Aortenklappenstenose

Die Aortenklappenstenose (AS) ist eine fortschreitende Herzklappenerkrankung
mit linksventrikularer Ausflussobstruktion durch eine Engstelle der Aortenklappe.
Die Pathomechanismen sind noch nicht vollstandig verstanden, jedoch andert
sich die Vorstellung eines passiven degenerativen Prozesses immer mehr in
Richtung eines aktiven Geschehens (Shah et al., 2023). Die AS ist die haufigste
Herzklappenerkrankung in den USA und Europa (lung et al., 2003, Nkomo et al.,
2006) und hat eine Pravalenz von ca. 2,8 % bei Erwachsenen Uber 75 Jahren
(Osnabrugge et al., 2013). Eingeteilt wird die AS in kongenitale und erworbene
Formen. Die kongenitale Aortenklappenstenose ist bei jungen Patienten vorherr-
schend und wird unterteilt in die unikuspide und die bikuspide AS (van der Linde
et al., 2013). Weltweit ist die bikuspide Aortenklappenerkrankung die haufigste
kongenitale Herzerkrankung (Bernard et al., 2022). Zu den erworbenen Formen
gehort die kalzifizierende Aortenklappenerkrankung (CAVD, engl. Calcific aortic
valve disease). Sie ist die haufigste Form der AS bei alteren Patienten (Bhatia et
al., 2016) und ihre Pravalenz nimmt aufgrund der zunehmenden Alterung der
Bevolkerung zu (Yi et al., 2021). Die CAVD beruht vor allem auf entzindlichen
und kalzifizierenden Prozessen, welche teilweise der Atherosklerose ahneln
(Mohler, 2004). Weitere Formen der erworbenen AS beruhen auf einer Endokar-
ditis, rheumatischem Fieber, aber auch systemischem Lupus erythematodes
(Kiani et al., 2006), Bestrahlung (Lee and Hahn, 2023) oder Stoffwechselerkran-
kungen wie Morbus Fabry (Senechal and Germain, 2003). Zwischen Industrie-
und Entwicklungslandern gibt es grole Unterschiede bezlglich der Pravalenz
der unterschiedlichen Formen der AS (Coffey et al., 2016). Wahrend das Vor-
kommen der CAVD in den Industrielandern am Hochsten ist, ist das Vorkommen
der durch Rheuma oder Endokarditis verursachten AS vor allem in den Entwick-

lungslandern am Hochsten (Coffey et al., 2016).
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Alle Formen der AS resultieren in einer Uberbelastung des linken Ventrikels mit
Linksherzhypertrophie, ohne Therapie im langfristigen Verlauf in einer Dilatation
des linken Ventrikels und schliel3lich in einer Herzinsuffizienz.

Bei der asymptomatischen AS ist die Mortalitat nicht erhdht, die symptomatische
AS dagegen hat trotz operativen und interventionellen Behandlungsmoglichkei-
ten weiterhin eine hohe Mortalitat und Morbiditat (Goody et al., 2020). Bisher gibt
es keine medikamentdse Therapie, welche ein Fortschreiten der Erkrankung ver-
hindert.

1.1.1 Diagnostik

Klinisch fallt die AS durch Kurzatmigkeit, Engegefuhl in der Brust, Schwindel,
Synkopen und Leistungsminderung auf. Meistens geschieht dies zunachst bei
korperlicher Anstrengung, bei einem Fortschreiten der Erkrankung auch im Ru-
hezustand. Auskultatorisch ist die AS gekennzeichnet durch ein charakteristi-
sches spindelférmiges Systolikum mit Punktum maximum rechts parasternal im
2. Intercostalraum und wird fortgeleitet in die Carotiden. Palpatorisch kann ein
sogenannter Pulsus parvus et tardus auftreten, also ein schwacher Puls mit einer
geringen Blutdruckamplitude, aufgrund eines verzégerten und geringeren links-
ventrikularen Schlagvolumens. Im Elektrokardiogramm (EKG) kdnnen Zeichen
einer Linksherzhypertrophie vorliegen, die jedoch nicht spezifisch fur eine AS
sind. Im Rontgenthorax kdnnen eine Verkalkung der Aortenklappen, Zeichen ei-
ner Linksherzhypertrophie oder eine poststenotische Dilatation der Aorta ascen-
dens auffallen. Die transthorakale Echokardiografie (TTE) ist Methode der Wahl,
um eine AS und deren Schweregrad zu diagnostizieren. Es konnen unter Ande-
rem der Grad der Klappenverkalkung sowie Wanddicke, Grof3e und Funktion des
linken Ventrikels beurteilt werden. Mittels Doppler-Echokardiografie kénnen
flussabhangige Parameter bestimmt werden, wie z.B. der mittlere transvalvulare
Druckgradient (APmean in mmHg) oder die maximale transvalvulare Flussrate

(vmax in m/s).
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In der trans6sophagealen Echokardiografie (TEE) kann insbesondere vor einer
geplanten Transkatheter-Aortenklappenimplantation (TAVI) die Anulusgrolie be-
stimmt, aber auch die Anatomie der Aortenwurzel inklusive des Ausflusstraktes
beurteilt werden. Die Klappendoffnungsflache (KOF) kann aus den Parametern
der TTE errechnet oder transdsophageal ausgemessen werden. Bei unklarem
Schweregrad kann eine Stress-Bildgebung oder koronare Computertomographie
(CT) durchgeflihrt werden.
In den aktuellen internationalen Empfehlungen (2021) wird die AS anhand echo-
kardiografischer Kriterien in vier groRe Kategorien eingeteilt:
1. ,AS mit hohem Gradienten (mittlerer Gradient = 40 mmHg, Spitzenge-
schwindigkeit = 4,0 m/s, KOF < 1 cm2 [oder < 0,6 cm2/m2])
2. AS mit geringem Fluss und niedrigem Gradienten und reduzierter Ejekti
onsfraktion (mittlerer Gradient < 40 mmHg, KOF < 1 cm2, LVEF < 50%,
SVi < 35 ml/m2)
3. AS mit geringem Fluss und niedrigem Gradienten bei erhaltener Ejekti
onsfraktion (mittlerer Gradient < 40 mmHg, KOF < 1cm2, LVEF = 50%,
SVi £ 35 ml/m2)
4. AS mit normalem Fluss und niedrigem Gradienten bei erhaltener Ejekti
onsfraktion (mittlerer Gradient < 40 mmHg, KOF < 1 cm2, LVEF = 50 %,
SVi > 35 ml/m2)*
(Nettersheim and Baldus)

1.1.2 Therapie

Generell wird eine gesunde Lebensfuhrung mit Verringerung der Risikofaktoren,
wie zum Beispiel Rauchen, empfohlen. Eine bestehende arterielle Hypertonie
sollte nach Empfehlung der European Society of Cardiology medikamentds kon-
trolliert behandelt werden. Bisher gibt es keine medikamentdse Therapie der AS,
welche ein Fortschreiten der Erkrankung verhindert. Die Indikation einer invasi-
ven Therapie erfolgt nach den aktuellen ESC/EACTS-Leitlinien (Nettersheim and

Baldus). Es gibt operative und interventionelle Therapieoptionen. Bei der


https://flexikon.doccheck.com/de/Arterielle_Hypertonie
https://flexikon.doccheck.com/de/European_Society_of_Cardiology
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erworbenen AS wird die Klappe vor allem operativ mittels chirurgischem Aorten-
klappenersatz (SAVR, engl. surgical aortic valve replacement) oder interventio-
nell mittels Transkatheter-Aortenklappen-Implantation (TAVI) ersetzt. Bei der
SAVR wird eine mechanische oder eine biologische Herzklappe, bei der TAVI
eine biologische Herzklappe verwendet. Fuhrend bei der angeborenen AS sind
die Ballondilatation und bei jungen Patienten die Ross-Operation, also ein Ersatz
der Aortenklappe durch die kérpereigene Pulmonalklappe, die wiederum durch

eine fremde menschliche Klappe ersetzt wird.

1.1.3 Prognose

Die unbehandelte symptomatische Aortenklappenstenose hat eine schlechte
Prognose. Das mittlere Uberleben nach zwei Jahren betragt ca. 50% und nach
funf Jahren ca. 20% (Ross and Braunwald, 1968). Alter, Geschlecht und Be-
gleiterkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes mellitus, beeinflussen die Mortali-
tat erheblich (Thogata et al., 2023). Unterschiedliche Studien zeigen variierende
Uberlebensraten, abhangig vom Risikoprofil der Patienten. In der Studie von
Beyersdorf et al. (2021) lag die Uberlebensrate nach 5 Jahren nach SAVR bei
ca. 70% und nach TAVI bei ca. 58%, wobei die TAVI Patienten im Schnitt deutlich
alter waren und ein hoheres Risikoprofil hatten. In einer anderen Studie
(Sendergaard et al., 2016) zeigte sich kein signifikanter Unterschied des 2-Jah-
res-Uberlebens zwischen SAVR- und TAVI-Patienten.
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1.1.4 Anatomie der Aortenklappe

Das Herz hat vier Klappen, zwei Segelklappen bzw. Atrioventrikularklappen (AV-
Klappen) zwischen Vorhof und Kammer und zwei Taschenklappen bzw. Gefal3-
klappen zwischen Kammer und Gefal3. Die Taschenklappen ragen in das Lumen
der jeweiligen Ausstrombahn und bestehen aus drei halbmondférmigen Taschen,
die aufgrund ihrer Form auch Valvulae semilunares bzw. Semilunarklappen ge-
nannt werden. Die Aortenklappe ist eine Taschenklappe, die dem Ostium aortae
entspringt. Die Klappenringe aller Klappen sind durch Bindegewebe verstarkt und
miteinander verbunden als Teile des sogenannten Herzskeletts. (Michael
Schiinke, 2012)

Abbildung 1: Anatomische Lage der Aortenklappe.

Erstellt mit BioRender.com.

Die vier Herzklappen haben einen ahnlichen histologischen Aufbau. Sie gehdren
zum Endokard und sind beidseitig Uberzogen mit Klappenendothelzellen (VEC,
engl. valvular endothelial cells). Zwischen den beiden Endothelschichten gibt es
die extrazellulare Klappenmatrix (EZM oder VECM, engl. valvular extracellular

matrix) mit verschiedenen Zellen, die in drei Schichten eingeteilt wird. Im Falle



Einleitung

der Aortenklappe grenzt auf der ventrikularen Seite die elastinreiche Lamina
ventricularis an das Endothel an und auf der aortalen Seite die Lamina fibrosa.
Mittig zwischen Ventricularis und Fibrosa befindet sich die Lamina spongiosa.
Die Spongiosa besteht aus lockerem Bindegewebe und enthalt Fibroblasten, His-
tiozyten, Hyaluronan und Proteoglykane. Die Fibrosa dagegen besteht aus straf-
fem kollagenem Bindegewebe mit reichlich Kollagen Typ |, welches mit dem
Herzskelett verbunden ist. (LUllmann-Rauch and Asan, 2015, Rajamannan et al.,
2011, Goody et al., 2020, Liu et al., 2007). Die drei Schichten der Herzklappe
unterhalb des Endothels enthalten verschiedene Zelltypen: interstitielle Klappen-
zellen (VIC, engl. valvular interstitial cells), kardiale Muskelzellen sowie glatte
Muskelzellen (SMC, engl. smooth muscle cells) (Durbin and Gotlieb, 2002).

Aortale Seite

VEC m

VIC

Kollagen i R e — Fibrosa

VIC
Hyaluronan

GAG

I~ Spongiosa

VIC
Elastin — Ventricularis

VEC A e g

Ventrikulare Seite

Abbildung 2: Histologischer Aufbau der Aortenklappe.
Erstellt mit BioRender.com. Modifiziert nach Lerman et al. (2015).

VIC = Valvular interstitial cells, VEC = Valvular endothelial cells, GAG = Glucosaminoglykane
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Die VIC sind der vorherrschende Zelltyp der Klappe und kommen in allen drei
Schichten vor (Liu et al., 2007). Sie sind eine heterogene Gruppe spezifischer
Zelltypen mit unterschiedlichen Eigenschaften und Funktionen, beispielsweise
Zell-Zell-Kommunikation, Kontraktilitat, Wundreparatur, Synthese von VECM,
Remodeling, Expression von proinflammatorischen Zytokinen und Matrix-abbau-
enden Enzymen, wie Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sowie deren Inhibitoren.
(Rajamannan et al., 2011, Mulholland and Gotlieb, 1996, Aikawa and Libby,
2017, Liu et al., 2007). Liu et al. beschreiben funf identifizierbare Phanotypen der
VIC, welche sich jedoch in die jeweils anderen Phanotypen umwandeln konnen
(Abbildung 3). Ruhende VIC (qVIC, engl. quiet VIC) ahneln ruhenden Fibroblas-
ten, erhalten die normale Physiologie der erwachsenen Herzklappe und konnen
z.B. Uber Verletzungen der Herzklappe aktiviert werden (Liu et al., 2007, Aikawa
and Libby, 2017). Aktivierte VIC (aVIC, engl. activated VIC) enthalten a-SMA
(smooth muscle actin) und sind regulatorisch an den Verletzungs- und Krank-
heitsprozessen im Sinne von Umbau und Reparaturen beteiligt. Osteoblastische
VIC (obVIC) haben regulierende Funktionen bei der Osteo- und Chondrogenese
und sekretieren beispielsweise Osteopontin, Osteocalcin und alkalische Phos-
phatase. Vorlaufer-VIC (pVIC) sind eine heterogene Gruppe von residenten und
zirkulierenden Herzklappen-Vorlauferzellen, welche bei Erwachsenen zusam-
men mit den Knochenmarkszellen als Quelle fir aVIC dienen. Embryonale Vor-
laufer-Endothel-/ Mesenchymzellen leiten die Klappenbildung im Embryo ein, in-
dem aus ihnen Uber eine EndMT die qVIC und aVIC entstehen. (Liu et al., 2007)
Die VEC unterscheiden sich von den restlichen Endothelzellen des Kérpers, aber
es gibt auch Unterschiede zwischen den VEC der aortalen und ventrikularen
Seite der Klappe, was mit einer seitenspezifischen Anfalligkeit fur Verkalkungen
korrelieren konnte. (Simmons et al., 2005) VEC konnen unter anderem die me-
chanischen Eigenschaften der Herzklappen modulieren, die zellulare Adhasion
sowie die VECM regulieren und eine Differenzierung der VIC in pathologische
Zelltypen verhindern. (Rajamannan et al., 2011, Mongkoldhumrongkul et al.,
2016, Hjortnaes et al., 2015). Im Rahmen von Inflammationen kdnnen VEC aller-
dings selbst eine EndMT durchlaufen und zur Osteogenese beitragen (Farrar et
al., 2015, Farrar and Butcher, 2014). VIC scheinen die EndMT der VEC inhibieren
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zu koénnen (Hjortnaes et al., 2015). Eine Stérung der VEC ist haufig mit einer

Fehlfunktion sowie pathologischer Prozesse der Klappe verbunden, beispiels-

weise der Klappensklerose (Tao et al., 2012). Die Sichtweise auf die Herzklappen

wandelt sich immer mehr von der einer passiven Struktur in Richtung eines akti-

ven Organs, welches an der eigenen Funktions- und Integritatserhaltung beteiligt

ist, um der gegebenen hamodynamischen Umgebung zu trotzen (Chester et al.,

2014).

pVIC

Endotheliale
Vorlauferzellen

o
: 1
EndMT \i
v
qVIC ‘
obVIC

Abbildung 3: Zellen des Herzklappeninterstitiums (VIC).
Erstellt mit BioRender.com. Modifiziert nach Liu et al. (2007).
VIC = Valvular interstitial cells, pVIC = precursor VIC, qVIC = quiet VIC, aVIC = activated VIC,

obVIC = osteoblastische VIC, EndMT = Endotheliale mesenchymale Transformation.

aVvIC
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1.1.5 Atiologie und Pathogenese der CAVD

Die zugrundeliegenden Pathomechanismen der CAVD sind komplex und unter-
liegen einer multifaktoriellen Genese (Aikawa and Libby, 2017). Sie ahneln ge-
wissermalden der Atherosklerose und sind bis heute nicht vollstandig verstanden
(Mohler, 2004, Otto et al., 1994). Beschrieben wurden von (New and Aikawa,
2011) drei Phasen der Pathogenese der CAVD: Die sogenannte Initiationsphase,
die gepragt ist durch eine Erhdhung von Immunzellen und pro-osteogenen Zyto-
kinen im Rahmen einer Inflammation, noch ohne Vorliegen von Verkalkungen.
Die reversible Ausbreitungsphase, die sowohl von einer Inflammation, als auch
von einer Entstehung von Mikroverkalkungen und osteogener Aktivitat gepragt
ist. Wahrscheinlich parallel mit der Ausbreitungsphase beginnt die mutmallich
irreversible Phase der Makrokalzifikationen des Endstadiums.

Die Initiationsphase wird ausgeldst durch eine Endotheldysfunktion aufgrund ei-
ner Schadigung der VECs durch insbesondere hamodynamische oder biochemi-
sche Faktoren (Peeters et al., 2018). Es liegt also nahe, dass diese Phase von
Risikofaktoren, wie z.B. einer Hypertonie oder Hyperlipidamie, begunstigt wird
(Gimbrone and Garcia-Cardena, 2016). Es entsteht oxidativer Stress mit einer
Dysregulation des eNOS (endothelial nitric oxide synthase)-Signalweges, welche
zu einer Verminderung des Stickstoffmonoxids (NO) und seinen protektiven
Funktionen fuhrt, sowie zu einer Erhdhung der reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) und von NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
(Rajamannan et al., 2011, Goody et al., 2020). Es kommt zu einer Lipidinvasion,
vor allem von LDL und Lipoprotein A und einer Oxidation zu oxidized LDL (ox-
LDL) und oxidized phopholipid (OxPL)-Lipoprotein A. (Perrucci et al., 2020, Yu et
al., 2017). Die gestorte endotheliale Barriere fuhrt aullerdem zu einer Immun-
zellinfiltration und Aktivierung von Makrophagen und T-Zellen. OxLDL férdert
eine Hochregulierung von Adhasionsmolekulen wie VCAM-1 (vascular cell adhe-
sion protein 1) und damit eine weitere Adhasion und Infiltration von Immunzellen
(Goody et al., 2020). Im Klappengewebe werden Makrophagen zu Schaumzel-

len, indem sie OxLDL aufnehmen und es in Form von Lipidtropfen in ihrem
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Zytoplasma speichern, welche bei einer spateren Apoptose wieder freigesetzt
werden und die Entziindung weiter foérdern (Shah et al., 2023, Ross, Gui et al.,
2022). Dieser Prozess scheint jedoch im Vergleich zur Arteriosklerose bei der
CAVD keine zentrale Bedeutung aufRerhalb der Initiierung zu haben, da sich die
Schaumzellen eher auf die Ein- oder Ausflussflache beschranken (Kostyunin et
al., 2020). Die infiltrierten Immunzellen haben allerdings grof3en Einfluss auf die
Zelldifferenzierung, z.B. von VIC und damit auf den EZM-Umbau, indem sie pro-
osteogene Zytokine wie Interleukin (IL)-18, IL-6, IL-8 und Wachstumsfaktoren
wie TNF-a (Tumornekrosefaktor a), TGF-3 (Transforming growth factor ) und
IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) exprimieren (Zheng et al., 2020, Nsaibia et al.,
2017). Exprimiert werden auf3erdem proteolytische Enzyme wie Cystein-Endop-
roteasen und Matrix-Metalloproteasen, z.B. MMP-1, MMP-2, MMP-13 und MMP-
9 (Leopold, 2012), die ebenfalls am EZM-Umbau beteilitgt sind, sowie RANKL
(receptor activator of nuclear factor kappa B), der zu einer osteoblastischen und
myofibroblastischen Differenzierung der VIC beitragt (Kaden et al., 2004).

Die Ausbreitungsphase ist gekennzeichnet durch einen Krankheitsprogress mit
Fibrosierungen und Verkalkungen der Klappe (Peeters et al., 2018).

Zum fibrotischen Remodeling der EZM tragen multiple Faktoren bei, wie z.B. die
bereits genannten Matrix-Metalloproteinasen (Edep et al., 2000, Fondard et al.,
2005) und das Renin-Angiotensin-System (RAS) (Peeters et al., 2018).

Die Entstehung von Mikroverkalkungen wird im Rahmen der Inflammation sowohl
durch eine Produktion von Mikrovesikeln durch Zellen wie z.B. VIC und Makro-
phagen angetrieben (Li et al., 2022), als auch durch eine anschlieRende
Apoptose dieser Zellen mit Freiwerden von Apoptosekdrpern (Kostyunin et al.,
2019, Mohler et al., 2001, Goody et al., 2020). Diese Mikroverkalkungen kdnnen
Ursprung von Plaquerupturen und anderen akuten vaskularen Geschehnissen
sein (Vengrenyuk et al., 2006). MMPs koénnen zu einer Instabilitdt von Plaques
beitragen (Newby, 2007).

Zur Makrokalzifikation und damit zum Endstadium der Kalzifikation kommt es
durch unterschiedliche Prozesse. Einerseits steigert die Bildung von Hydroxyla-
patit-Kristallen die Ablagerung von Kalziumkristallen im Klappengewebe, sodass

sich noch mehr Kalzium ablagern kann und inflammatorische Prozesse weiter
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geférdert werden (Donato et al., Peeters et al., 2018) und andererseits entstehen,
wie bei der Skelettknochenbildung, osteoblastische Zellen, in diesem Fall durch
eine Differenzierung der VIC in obVIC. In Zusammenhang hiermit stehen osteo-
gene Mediatoren wie z.B. NOTCH1, Osteopontin, Osteocalcin, RUNX2 (Runt-
related transcription factor) oder BMP (bone morphogenetic protein) und TGF-f3
(transforming growth factor ), welche unter anderem den Wnt/ R-Catenin Sig-
nalweg aktivieren (Mazur et al., 2021, Liu et al., 2007, O'Brien, 2006, Zheng et
al., 2020, Donato et al.). Aulerdem kénnen VEC im Rahmen von Entzindungen
eine EndMT durchlaufen und als aktivierte Form die Klappenverkalkung steigern
(Farrar et al., 2015, Farrar and Butcher, 2014).

Die beschriebenen Prozesse sind ein Circulus vitiosus und fuhren zu einer immer
weiter zunehmenden Versteifung und Verdickung der Klappe und somit zu einer
Beeintrachtigung ihrer Bewegung (Aikawa and Libby, 2017, Ma et al., 2020).
Eine besondere Rolle nimmt die kalzifizerende bikuspidale Aortenklappenerkran-
kung ein, da es aufgrund der hamodynamischen Besonderheiten zu einem
schnellen Krankheitsprogress kommt (Sun et al., 2012). Es wurde auRerdem ein
Zusammenhang zwischen bikuspider Aortenklappe und genetischen Mutationen
in NOTCH1 und Zinkfingerproteinen der GATA-Familie festgestellt, welche zu ei-
ner Fehlregulation der MMPs flhrt und damit Veranderungen der EZM und Ver-
kalkungen fordern (Goody et al., 2020, Wang et al., 2021, Alonso-Montes et al.,
2018, Li et al., 2018).

Ein weiterer atiologischer Faktor, der mit einer Atherosklerose sowie einer Aor-
tenklappenstenose in Zusammenhang gebracht wurde, ist eine Infektion mit
Chlamydia pneumoniae (Nystrom-Rosander et al., 1997, Juvonen et al., 1997).
Hierbei werden MMPs wahrscheinlich Uber eine Hochregulierung vom sogenann-
ten extrazellularen Matrix-Metalloproteinase-Induktionssystem MT1-MMP (EMM-
PRIN)/ Membran-Typ-1-Matrix-Metalloproteinase-System hochreguliert (Choi et
al., 2002).

11



Einleitung

1.2 Cyclophilin A (CypA)

Das Protein Cyclophilin A (CypA) gehort zur Familie der Immunophiline und hat
eine Peptidylprolyl-cis-trans-Isomerase-Aktivitat (PPlase) (Nigro et al., 2013).
Cyclophiline kommen in allen Zellen vor (Wang and Heitman, 2005). CypA ist
wichtig fur Zellsignalisierung, Proteinfaltung, Proteintransport und T-Zell-Aktivie-
rung. Es ist aullerdem primares Bindungsprotein fur Cyclosporin A (CsA), einem
Immunsuppressivum.

Intrazellulares CypA kann durch Zelluntergang nach extrazellular gelangen oder
von VSMC, Endothelzellen und Makrophagen bei Reizen wie beispielsweise Ent-
zundungen und oxidativem Stress nach extrazellular sezerniert werden (Jin et
al., 2000, Xue et al., 2018, Suzuki et al., 2006). Die CypA-Sekretion der VSMC
geschieht Uber einen vesikularen Transportmechanismus Uber Plasmamembran-
proteine, sogenannte vesikel-assoziierte Membranproteine (VAMP), dessen An-
zahl mit der Menge der CypA Sekretion korreliert (Suzuki et al., 2006). Die Vesi-
kel-Sekretion von CypA aus den VSMC ist unter anderem abhangig von Aktin-
Remodeling und Myosin-II-Aktivierung Gber Cdc42-, RhoA-, und Rho-Kinase-ab-
hangige Signalwege (Suzuki et al., 2006). CypA ist ein sezernierter oxidativer
Stress-induzierter Faktor (SOXF) und kann Entzindungen, Apoptose von En-
dothelzellen und ein Wachstum der VSMC fordern (Suzuki et al., 2006). Immu-
nophiline sind bei unterschiedlichsten Zellen an der Ca2*-Homoostase beteiligt
und CyPA wurde als leistungsstarker Ca2*-Regulator in Thrombozyten identifi-
ziert. Die Thrombozytenaktivierung hangt von einer Erhéhung der zytosolischen
Ca2*-Aktivitat ab (Elvers et al., 2012, Seizer et al., 2015). Somit spielt CypA
durch Bindung an den Rezeptor CD147 eine wichtige Rolle bei der Thrombozy-
tenaktivierung und damit bei der Blutgerinnung und der Entstehung von Throm-
ben (Seizer et al., 2015).

Cyclophiline gelten als naturliche Liganden fur CD147 (Yurchenko et al., 2002).
Eine Aktivierung des CD147-Zelloberflachenrezeptors durch CypA tragt aulRer-
dem zu einer chemotaktischen Wirkung bei, sodass Lymphozyten, Monozyten

und Leukozyten angelockt werden (Sherry et al., 1992, Xu et al.,, 1992,
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Yurchenko et al., 2002). CypA ist ebenso an der Aktivierung von Matrix Me-
talloproteinasen (MMPs), insbesondere MMP-1 and MMP-9, beteiligt (Kim et al.,
2005, Zhu et al., 2005), so zeigten auch Seizer et al. (2010) eine Verstarkung der
MMP-9 Sekretion von reifen Schaumzellen durch ein Vorliegen von CypA (Seizer
et al., 2010b). Es gibt Zusammenhange zwischen einer Akkumulation von CypA
in atherosklerotischen Lasionen und einem Progress der Atherosklerose (Su et
al., 2016). Nigro et al. (2011) definierten funf Mechanismen der Férderung einer
Atherosklerose durch CypA: Zusatzlich zu der bereits genannten Rekrutierung
von Entzindungszellen in atherosklerotischen Lasionen, erhdoht CypA die Ex-
pression von Adhasionsmolekilen wie E-Selektin und VCAM-1 (Vascular cell ad-
hesion molecule 1) und damit die Endothelzell-Aktivierung mit einhergehenden
Entzindungsreaktionen. Die Entzindung der Endothelzellen wird weiter gestei-
gert, indem CypA die Expression von eNOS verringert. Aulerdem reguliert intra-
und extrazellulares CypA die Expression von Scavenger-Rezeptoren an der Ge-
faBwand und damit die LDL-Aufnahme. CypA spielt ebenfalls eine entscheidende
Rolle in der durch TNF-a induzierten Apoptose der Endothelzellen. (Nigro et al.,
2011, Satoh et al., 2008)

CypA steht in Zusammenhang mit diversen unterschiedlichen Erkrankungen, wie
z.B. Tumoren, Infektionen, Asthma, Rheuma und Herz-Kreislauf-Erkrankungen.
(Nigro et al., 2013). In anderen Studien konnte bereits das Potenzial von CypA
als therapeutisches Ziel bei der Aortenklappensklerose gezeigt werden, indem
eine Hemmung von CyPA mit spezifischen Inhibitoren wie MM284 eine CyPA-

induzierte Kalzifikation signifikant reduzieren konnte (Heinzmann et al., 2015).
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Abbildung 4: CypA-Wirkung auf Zellen.

Erstellt mit Biorender.com.

VSMC = Vaskulére glatte Muskelzellen, ROS = reaktive Sauerstoffspezies.

CypA wird als Antwort auf ROS freigesetzt und (ibt unterschiedliche Wirkungen auf verschiedene
Zelltypen im Gefdl3system aus. In VSMC férdert extrazelluldres CyPA die DNA-Synthese und
hemmt die Apoptose. Bei Endothelzellen hingegen verstérkt CypA die Apoptose und erhéht die
Expression von Adhésionsmolekiilen wie E-Selektin und VCAM-1. In Makrophagen hemmt CypA
die Apoptose, erhéht jedoch die Produktion von MMP-9, Chemokinen und Zytokinen, sodass es
zu einem proinflammatorischen Zustand kommt. Insgesamt tragt CypA dadurch zu Endothelzell-
Dysfunktionen, Neointima-Bildung und Entziindungen bei, sodass ein Gefdllumbau sowie die
Atherosklerose-Entwicklung beschleunigt werden. (Nigro et al., 2013)
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1.3 MMPs und Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN)

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) bilden eine Familie von Multidomanen-Zink-
Endopeptidasen, die im extrazellularen Raum sowohl Matrix- als auch Nicht-Mat-
rixproteine abbauen (Nagase et al., 2006, Bode and Maskos, 2003). Die meisten
MMPs werden als inaktive Proenzyme (proMMPs) sezerniert (Piskor et al., 2020),
jedoch gibt es auch membranstandige MMPs (Newby, 2007). MMPs unterschei-
den sich in ihrer Gewebe- und Zelllokalisation, Membranbindung, Regulation und
Substratspezifitat. Unterteilen kann man sie in mehrere Gruppen: Gelatinasen
(MMP-2 und -9), Kollagenasen (MMP-1,-8,-13 und -18), Stromelysine (MMP-3, -
10 und -11), Matrylisine (MMP-7 und -26), membranassoziierte MMPs (MT-MMP
1-6 bzw. Transmembran MMP-14, -15, -16, -24 sowie GPIl-Anker MMP-17 und -
25) und andere MMPs (MMP-12 bzw. Makrophagenelastase sowie MMP-19, -
20, -21, -23, -27 und -28) (Piskor et al., 2020, Itoh, 2015, Visse and Nagase,
2003). Reguliert werden sie Uber Transkription, z.B. durch Zytokine und Wachs-
tumsfaktoren, Uber eine Aktivierung ruhender Proenzyme (pro-MMPs) und eine
Hemmung der proteolytischen Aktivitat durch Gewebeinhibitoren (TIMPs) (Zhang
et al., 2007, Denhardt et al., 1993). Wichtige Induktoren einer Expression von
MMPs und TIMPs sind unter anderem ROS und Cholesterol. (Major et al., 2002).

CD147, M6 oder Basigin, auch bezeichnet als EMMPRIN (extracellular matrix
metalloproteinase inducer), ist ein Transmembran-Glykoprotein, das auf Throm-
bozyten, Endothelzellen und Leukozyten exprimiert wird (Zhu et al., 2014) und
als vorgeschalteter Regulator von MMPs gilt (Kaushik et al., 2015). Die EMM-
PRIN-Expression auf der Oberflache von Thrombozyten wird durch eine Aktivie-
rung der Thrombozyten durch Agonisten wie Thrombin und Adenosindiphosphat
(ADP) gesteigert und wirkt dann als Adhasionsrezeptor (Seizer et al., 2009,
Schmidt et al., 2008) fir eine Induktion einer MMP-Expression umgebender Zel-
len (Egawa et al., 2006). Auf Monozyten erfolgt die Forderung der EMMPRIN-
Expression wahrend der Differenzierung zu Makrophagen durch GM-CSF (Major

et al., 2002). Zuséatzlich zu dem EMMPRIN, welches als membrangebundener
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Zelloberflachenrezeptor vorliegt, finden sich auch I6sliche Formen, die entweder
proteolytisch von der Zelloberflache abgespalten oder vesikular zur Zellmembran
transportiert und nach extrazellular sezerniert werden. (von Ungern-Sternberg et
al., 2018, Sidhu et al., 2004, Egawa et al., 2006).

MMPs, TIMPs und EMMPRIN sind an vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen beteiligt, beispielsweise Tumoren, Entzindungen, Wundheilung,
Atherosklerose (Nagase et al., 2006, Bode and Maskos, 2003) und der kalzifizie-
renden Aortenklappenstenose (Kaden et al., 2005). In atherosklerotischen
Plaques wurden erhéhte Mengen von MMPs wie MMP-2, -3, -7 und -9 sowie
EMMPRIN festgestellt, besonders in den vulnerableren Bereichen mit einem er-
hohten Vorkommen von Makrophagen und Schaumzellen (Major et al., 2002, Li
et al., 2020). MMP-9 ist hierbei die haufigste Form und wird von aktivierten Mak-
rophagen sekretiert (Zhang et al., 2007), die sowohl dadurch als auch durch Pha-
gozytose EZM abbauen kdonnen (Mamilos et al., 2023). Mit einem vermehrten
EZM-Abbau und damit einhergehend Abbau von Elastin und Kollagen bei einer
Hochregulierung von MMPs (Li et al., 2018) korreliert unter anderem eine Dys-
funktion erkrankter Klappen, aber auch die Rupturgefahr atherosklerotischer
Plaques, welche sich durch eine abgeschwachte fibrose Kappe, einen grolien
Lipidkern und dichtes entzindliches Infiltrat aus Schaumzellen sowie T-Lympho-
zyten auszeichnen (Dollery et al., 1995). Die verschiedenen Herzklappen unter-
scheiden sich in ihrem spezifischen Expressionsmuster von MMPs und TIMPs.
Wahrend beispielsweise MMP-1 in allen Herzklappen vorkommt, beschrankt sich
das Vorkommen von MMP-2 auf die Taschenklappen. In VIC scheint in der Regel
MMP-2 das haufigste EZM-abbauende Enzym zu sein. MMP-9 und MMP-3 wer-
den nicht in gesunden Herzklappen exprimiert. In bikuspiden Aortenklappen
konnte MMP-9 nachgewiesen werden. In stenotischen Aortenklappen konnte
eine Erhéhung von MMP-9, aber auch von MMP-3 und TIMP-1 festgestellt wer-
den, welche wahrscheinlich von aVIC sezerniert werden. (Liu et al., 2007) MMP-
10 scheint ebenfalls eine Rolle in der CAVD-Progression zu spielen (Matilla et
al., 2020).

EMMPRIN kann auf’erdem mit diversen weiteren Partnern interagieren, wie z.B.

Integrinen, Caveolin 1 und Cyclophilinen (Zhu et al., 2014, Yurchenko et al.,
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2010, Yurchenko et al., 2006). Einer der wichtigsten pro-inflammatorischen Sin-
galwege in Monozyten scheint hierbei die Interaktion von EMMPRIN und CypA
zu sein. Zum Beispiel konnte eine durch CypA induzierte Monozytenmigration
sowie Expression von TNF-aq, IL-6 und MMP-9 und Aktivierung von NF-kappaB
Uber den ERK1/2-Signalweg durch eine Blockierung von EMMPRIN in Monozy-

ten gehemmt werden. (Yuan et al., 2010)
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1.4 Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE)

Der Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) gehért zu der Super-
familie der Immunglobuline. Ursprunglich wurde er als ein AGE-Bindungsprotein
identifiziert (Schmidt et al., 1992), jedoch stellte sich spater heraus, dass er als
Multiligandenrezeptor fungiert (Ramasamy et al., 2005). Der Mechanismus der
Interaktion von RAGE und seinen Liganden ist unbekannt. Es scheinen viele
RAGE-Liganden mit Domanen des extrazellularen Anteils zu interagieren und
dadurch eine Vielzahl unterschiedlicher zellularer Effekte auszulésen. (Leclerc et
al., 2009) Die Interaktion von RAGE und seinen Liganden spielt eine wichtige
Rolle in Entzindungsreaktionen (Ramasamy et al., 2008). Eine Hochregulierung
von RAGE geschieht sowohl als Folge einer NF-kB-Aktivierung (Li and Schmidt,
1997), als auch durch eine Ansammlung seiner Liganden (Stern et al., 2002). Zu
den RAGE-Liganden gehoren neben den AGEs unter anderem auch Amphoterin/
HMGB1 (Hori et al., 1995), Mac-1 (Chavakis et al., 2003) sowie das proinflamm-
atorische S100/ Calgranulin (Hofmann et al., 1999). AuRerdem scheint Cyclophi-
lin A ebenfalls ein RAGE-Ligand zu sein, der eine Thrombozyten- und Leukozy-
tenaktivierung vermittelt (Seizer et al., 2024), sowie in Zusammenhang mit der
intrazellularen Kalzium-Homoostase und einer Aktivierung von NF-kB und von
der Adhasion von Blutplattchen steht (Seizer et al., 2024). RAGE und seine Lig-
anden, insbesondere AGE, spielen eine Rolle bei der Produktion von ROS und
der Hochregulierung von Entzindungswegen. (Ramasamy et al., 2005, Yan et
al.,, 1994). ROS aktiviert in der Zelle den Transkriptionsfaktors Nuclear Factor
(NF)-kB (Yan et al., 1994), welcher intrazellular multiple pro-/ anti-apoptotische
sowie inflammatorische Signale transduziert. (Li and Schmidt, 1997). Die AGE-
RAGE Interaktion tragt zu einer chronischen zellularen Aktivierung und Gewebe-
schadigung bei (Schmidt et al., 1999) und steht somit auch in Zusammenhang
mit der Verkalkung der Aortenklappe (Deng et al., 2020). Die AGE-RAGE-Achse
ist unter Anderem beteiligt an der Expression von prothrombotischen und proin-
flammatorischen Molekulen in mononuklearen Phagozyten sowie in Endothelzel-

len, an der Chemostaxis und Haptotaxis in mononuklearen Phagozyten, der
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Expression von Adhasionsmolekilen wie VCAM-1 in Endothelzellen, der Expres-
sion und Proliferation sowie Migration von matrixmodifizierenden Molekullen in
SMC, der Proliferation und Bildung von Interleukin-2 in Lymphozyten, der Kol-
lagen-Produktion in Fibroblasten und der EndMT (Schmidt et al., 1993, Miyata et
al., 1996, Owen et al., 1998, Ramasamy et al., 2005, Sakaguchi et al., 2003,
Deng et al., 2020). Es sind auch andere Isoformen von RAGE bekannt, beispiels-
weise |6sliches RAGE (sRAGE), das nur aus der extrazellularen Doméane besteht
und durch alternatives Splicing des RAGE-Gens oder durch Abspaltung der
membrangebundenen RAGE-Domane entsteht (Yonekura et al., 2003). sRAGE
kann auch AGEs binden und wirkt daher als kompetitiver Inhibitor bei der Ligand-
RAGE-Wechselwirkung. Eine Verringerung atherosklerotischer Veranderungen
konnte durch die Verabreichung von sRAGE an diabetischen Apo-E-Mause be-
obachtet werden.(Bucciarelli et al., 2002, Grauen Larsen et al., 2019, Schmidt et
al., 1999).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Bereits in anderen Studien wurden Zusammenhange von CypA, RAGE, EMM-
PRIN, sowie erhdhten laborchemischen Risikofaktoren mit entziindlichen Erkran-
kungen, wie zum Beispiel der Atherosklerose, hergestellt. Fur eine Erweiterung
des Verstandnisses der Pathogenese der Aortenklappenstenose wurde in dieser
Arbeit erstmalig der Einfluss von lokal auf der Aortenklappe vorliegendem CypA,
RAGE und EMMPRIN auf ein schnelleres Fortschreiten der Aortenklappenste-
nose untersucht. Ein weiteres Augenmerk in diesem Zusammenhang, legten wir
einerseits auf bekannte laborchemische Risikofaktoren im Blutplasma, wie Blut-
fette, als auch die Anzahl inflammatorischer Zellen im Gewebe stenotischer Aor-
tenklappen. Da es bisher keine medikamentose Therapie gibt, die das Fortschrei-
ten der Aortenklappenstenose verhindert, war es Ziel dieser Arbeit, mdgliche the-

rapeutische Ziele zu identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte und Studienaufbau

2.1.1 Ethikvotum und Datenerhebung

Die Studie wurde unter der Projekthnummer 240/2018B02 durch die Ethikkommis-
sion der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen genehmigt und nach den Richtli-
nien der Deklaration von Helsinki (aus dem Jahre 1946) durchgeflihrt. Bei der
Datenerfassung und Datenaufarbeitung wurde sowohl die arztliche Schweige-
pflicht als auch der Datenschutz beachtet. Die Patientendaten wurden pseudo-

nymisiert. Es liegen schriftliche Einverstandniserklarungen aller Probanden vor.

2.1.2 Studiendesign

In die prospektive Studie wurden von Dezember 2014 bis Marz 2021 insgesamt
475 Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose eingeschlossen, welche sich
in diesem Zeitraum in der Abteilung flr Thorax-Herz-Gefalichirurgie am Uniklini-
kum Tabingen vorstellten und als Kandidaten fur eine Aortenklappenersatz-Ope-
ration infrage kamen. Es erfolgte eine Einteilung in die zwei Subgruppen FP-AS
und SP-AS anhand von wiederholten thorakalen echokardiographischen Unter-
suchungen sowie der Dauer der Symptomatik. Hierbei wurden als Cut-Offs eine
mittlere Symptomdauer von 14,4 Monaten (Bereich 1 bis 98 Monate) und eine
annualisierte Anderung der maximalen transvalvularen Geschwindigkeit tiber die
AV (AVmax) von = 0,45 m/s/Jahr gewahlt. Von den 475 Patienten wurden 211
(44,4 %) als FP-AS und 264 (55,6 %) als SP-AS eingestuft. In dieser Arbeit wur-
den 88 der rekrutierten Probanden betrachtet, hiervon wurden 57 (64,8%) Pati-
enten als SP-AS und 31 (35,2 %) Patienten als FP-AS kategorisiert. Die explan-
tierten Aortenklappen dienten sowohl als (immun-) histologische Praparate als

auch fur eine Analyse der Genexpression. Zur Bestimmung der Laborwerte flr
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die weiteren Untersuchungen wurde den Patienten pra- und postoperativ wieder-
holt Blut abgenommen und die erhobenen Werte in eine Excel Tabelle Ubertra-
gen. Hierbei wurden diverse Blutwerte, wie z.B. Blutfette bestimmt, es wurden
aber auch die Thrombozyten und Monozyten analysiert. Die erfassten Werte sind
zur Ubersicht in Tabelle 2 zusammenfassend dargestellt. Mithilfe des Kranken-
hausinformationssystems i.s.h.med (Oracle Cerner) der medizinischen Klinik Ta-
bingen konnte auf die Patientendaten der Probanden zugegriffen und die stu-
dienrelevanten Daten ebenfalls der Excel Tabelle zugefiihrt werden, beispiels-
weise Risikofaktoren und Medikamenteneinnahmen. Die fur diese Arbeit relevan-

ten Daten sind ebenfalls in Tabelle 2 miterfasst.

Einschlusskriterien

1. Echographisch gesicherte, schwere, symptomatische (NYHA =2) Aortenklap-
penstenose mit OP-Indikation
2. Volljahrigkeit

Ausschlusskriterien

1. Verdacht auf oder gesicherte systemische Infektion oder bakterielle Endokar-
ditis innerhalb der letzten 180 Tage
2. Schwere Leberzirrhose oder aktive Lebererkrankung

3. Voraussichtliche Lebenserwartung < 1 Jahr
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Patienten mit schwerer,
symptomatischer
Aortenklappenstenose
N = 1311

Ausschluss
N = 836

Geeignete Studienpatienten
N = 475

"Slow "Fast
progressive"- AS progressive'- AS
N = 264 N =211

Immunhistochemie
N =100

Auswertbare
Ergebnisse
N =88

"Slow "Fast
progressive"- AS progressive’- AS
N =57 N =31

Abbildung 5: Flowchart zum Studiendesign.

Erstellt mit BioRender.com.
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2.2 Material

2.2.1 Gerite

CO2 Inkubator MCO-18AIC

SANYO, Gunma-Ken/Japan

Eppendorf-Cup-Stander

Brand, Wertheim

Falconstander

Brand, Wertheim

IKAMAG RCT basic Magnetruhrer

IKA Werke, Staufen

Kuhlplatte 70045

MEDAX Nagel, Kiel

Lichtmikroskop Nikon Eclipse NI

NIKON Deutschland, Disseldorf

Magnetruhrstabchen

Brand, Wertheim

Mikroskop-Kamera Nikon DS-Ri2

Nikon Europe B.V.

Mikrotom Jung Multicut 2045

Leica Instruments, Nussloch

Mikrowelle

Bosch, Gerlingen

Paraffinspender Modell 71010

MEDAX Nagel, Kiel

Paraffinstreckbad Modell WB24

MEDAX Nagel, Kiel

pH-Meter (pH 90)

Wissenschaftlich-Technische Werk-

statten, Weilheim, Deutschland
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Pipette Eppendorf research

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Accu Jet Pro

Brand, Wertheim

Sterilbank HERAsafe

Hereaus, Kendro Laboratory Prod-

ucts GmbH, Hanau

Streckbad

Paraffinstreckbad (Medax Nagel,
Kiel)

Tischzentrifuge Megafuge 1.0R

Hereaus, Kendro Laboratory Prod-

ucts GmbH, Hanau

Trockenschrank Heraeus 6030

Heraeus, Hanau

Vortexer (MS3 digital)

IKA®-Werke GmbH & Co.KG,

Staufen,

Waage

Kern CM 150-IN Pocket Balance,
KERN & Sohn GmbH, Balingen

25



Material und Methoden

2.2.2 Verbrauchsmaterial

Deckglaser (24 x 50 mm)

Langenbrinck, Emmendingen

Einbettkassetten Macrosette™

Roth, Karlsruhe

Einbettring

Zimpert, Québec/Kanada

Eppendorf-Cups

Eppendorf, Hamburg

Falcon-Zentrifugenréhrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Faltenfilter ROTILABO®

Roth, Karlsruhe

Farbekammer StainTray™

Roth, Karlsruhe

Farbekasten aus Glas

Roth, Karlsruhe

Farbekasten ROTILABO®

Roth, Karlsruhe

Super PAP Pen Liquid Blocker

Science Services, Minchen

Glas-Einsatz fur Farbekasten mit Draht-

bagel

Roth, Karlsruhe

Glaspasteurpipetten

Brand, Wertheim

Gussformen aus Metall flr Einbettungs-

kassetten

Roth, Karlsruhe

Metall-Einsatz fur Farbekasten

Roth, Karlsruhe
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Mikrotomklingen S35

PFM medical AG, Nonnweiler

Objekttrager (25 x 75 x 1 mm), Super
Frost® plus

Langenbrinck, Emmendingen

Objekttragerhalter ROTILABO®

Roth, Karlsruhe

Pipetten

Costar, Bodenheim

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Schwamme fir Einbettkassetten

Roth, Karlsruhe

Transferpipetten

Becton Dickinson, Heidelberg

27



Material und Methoden

2.2.3 Chemikalien

Cell and Tissue Staining Kit Anti-Goat
(HRP-DAB-System) CTS008 mit Peroxi-
dase Blocking Reagent, Serum Blocking
Reagent, Avidin Blocking Reagent, Bio-
tin Blocking Reagent, Biotinylated Sec-
ondary Antibody, HSS-HRP, DAB Chro-

mogen

R&D Systems, USA

Citronensaure

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Dulbeccos Phosphatgepufferte Koch-

Merck, Darmstadt

salzlésung
Eisessig Merck, Darmstadt
Eosin G Roth, Karlsruhe

Ethanol >99 %

SAV, Flintsbach

Formaldehyd-Losung 4 %, gepuffert

Fischar, Saarbricken

Mayers Hamalaunldsung

Merck, Darmstadt

Paraffin Pastillen Paraplast Plus®

Roth, Karlsruhe
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PBS-Tabletten

Thermo Fisher, Waltham/USA

Roti®Histokitt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roti®Histol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Solidofix®-Kaltespray

Roth, Karlsruhe

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

AppliChem gmbH, Darmstadt

Tween20

Sigma-Aldrich, St. Louis/USA
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2.2.4 Losungen/ Puffer

Citratpuffer pH 6

41 ml Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 0,1 M

(2,94 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
in 100 ml Aqua dest.)

9 ml Citronensaure 0,1 M

(1,92 g Citronensaure in 100 ml
Aqua dest.)

450 ml Aqua dest.

ggf. Zugabe von Salzsaure oder Nat-

riumhydroxid, je nach pH-Wert

Eosin 1%-L6sung

2gEosin G
200 ml Aqua dest.

2 Tropfen Eisessig

Hamalaunlosung

50 ml Mayers Hamalaunlosung
250 ml Aqua dest.,

Filtern mit Faltenfilter

PBS 2 PBS-Tabletten
1 Liter destilliertes Wasser
PBS-Tween 1 Liter PBS

500 ul 0,05% Tween20
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2.2.5 Antikérper

Human Cyclophilin A Antibody:
AF3589

R&D Systems, USA

Human RAGE Antibody: AF1179

R&D Systems, USA

Human EMMPRIN Antibody: AF972

R&D Systems, USA

Normal Goat IgG Control: AB-108-C

R&D Systems, USA

2.2.6 Software-Programme

BioRender BD Biosciences, USA
Endnote 20 Clarivate Analytics, USA
Excel Microsoft Corporation, USA
Fiji Image J Open Source

GraphPad Prism 10 (Version 10.0.2)

GraphPad Software Inc., USA

NIS-Elements AR 5.21.00. 64 bits

NIKON Deutschland, Diisseldorf

Powerpoint

Microsoft Corporation, USA

IBM SPSS Statistics 29.0

SPSS Inc., USA
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2.3 Methoden

2.3.1 Vorbereitung/ Paraffineinbettung der Klappen

Die explantierten Aortenklappen wurden zunachst ca. 30 Minuten in eiskalter
Kochsalzlésung und dann bis zur Paraffineinbettung in 4 % ParaformaldehydI6-
sung gelagert. Fur die Paraffineinbettung wurden die Aortenklappentaschen in
Einbettkassetten mit Schwammchen eingebracht und in einer aufsteigenden Al-
koholreihe Uber mehrere Stunden entwassert: jeweils eine Stunde in 70 %, 80 %
und 95% Ethanol sowie zwei Stunden in 100% Ethanol und 2 Stunden in Roti-
Histol. Im Ofen wurde Paraffin geschmolzen und die Einbettkasseten in das ca.
60°C heilke Paraffin eingelegt. In die Gussformen aus Metall wurden die Einbett-
ringe aus Plastik eingelegt und eine dinne Schicht Paraffin gegeben, um die Aor-
tenklappentasche in Position zu bringen. AnschlieRend wurden die Formchen mit

Paraffin aufgefullt und auf einer Eisplatte bis zum Ausharten gekunhlt.

2.3.2 Anfertigung von Paraffinschnitten

Zunachst wurden die eingebetteten Aortenklappen bzw. Paraffinbléckchen fur
mindestens 20 Minuten auf eine Klhlplatte gelegt, um ein besseres Ergebnis
beim Schneiden zu erzielen. Dann wurde jeweils ein Paraffinblockchen am Ro-
tationsmikrotom eingespannt, parallel zu der Klinge ausgerichtet und eine
Schnittdicke von 8 um eingestellt. Bei Bedarf wurde die Oberflache des Paraffin-
bléckchens mit einem Eis-Spray bespriht. Anschlie®end wurden Serienschnitte
erstellt und vorsichtig mit dem Pinsel abgehoben und in ein Kaltwasserbad (ca.
20°C) uberfuhrt. Auf die Objekttrager wurden dann jeweils drei Schnitte, welche
in Serie erstellt wurden, aufgeladen und in einem kalkarmen Heil3wasserbad (ca.
45°C) gestreckt. Die Objekttrager wurden auf den warmen Rand des Heillwas-
serbads gelegt, mit der jeweiligen K-Nummer beschriftet und anschlielRend senk-

recht zum Trocknen der Schnitte fir mindestens 2 Tage in einen
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Inkubationsschrank bei ca. 37°C gelagert. Fur die spateren Positivkontrollen
diente Thrombusmaterial, welches ebenfalls wie das Klappenmaterial bearbeitet

wurde.

ap = B

K-X

Abbildung 6: Erstellung von Paraffinschnitten.

Erstellt mit BioRender.com.

2.3.3 Farbungen

2.3.31 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Als Ubersichtsfarbung zur Unterscheidung unterschiedlicher Gewebestrukturen
wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) eines Aortenklappen-
schnittes aller Patienten angefertigt. Hamatoxylin wird als ,Hamalaun® in der His-
tologie angewendet und farbt als basisches Reagenz alle basophilen/ sauren
Strukturen blau, z.B. Zellkerne. Eosin farbt als saures Reagenz alle azidophilen/
basischen/ eosinophilen Strukturen rot, z.B. Kollagen. Zunachst mussten die Ge-
webeschnitte entparaffiniert werden. Hierzu wurden die OT 20 Minuten in Roti-
Histol® gelagert und mussten anschlieend die absteigende Alkoholreihe durch-
laufen: 10 Minuten in 100 % Ethanol und jeweils 5 Minuten in 90%, 80% und 70%
Ethanol. Dann Uberfiihrung in destilliertes Wasser fiir ca. 5 Minuten und wiede-
rum 5 Minuten in der Hdmalaun-L6ésung. Es folgte das sogenannte Blauen unter
flieRendem, lauwarmem Leitungswasser fur 15 Minuten. Die pH-Erhéhung flhrte

zu einem Farbumschlag der vorher rétlich-braunen Zellkerne in ein Blauviolett.
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Bei der Gegenfarbung erfolgte eine dreiminutige Inkubation in der 1% Eosin-L6-
sung und ein kurzes Auswaschen mit destilliertem Wasser. Zur Entwasserung
durchliefen die OT eine aufsteigende Alkoholreihe: jeweils 10 Sekunden in 70%,
80% und 95% Ethanol, dann 2 x 5 Minuten in 100% Ethanol. Dann inkubierten
sie 5 Minuten in Roti-Histol® und schlieRlich wurden sie mit Roti-Histokitt unter
dem Abzug eingedeckt und hier mindestens 2 Tage waagerecht trocknen gelas-

sen.

Abbildung 7: Beispiel einer HE-Férbung.

Ausschnitt eines Mikroskopiebildes der Aortenklappe K188.

2.3.3.2 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemische Farbung dient der Detektion von Antigenen. In dieser
Arbeit wurde das Protokoll der HRP-DAB-Staining Kits von R&D verwendet und
gering modifiziert. Zu Beginn mussten die Klappen-Schnitte auf den Objekttra-
gern (OT) mithilfe des Xylol-Ersatzes Roti-Histol® entparaffiniert werden. Die OT
wurden dazu zweimalig jeweils 10 Minuten in Roti-Histol® gebadet. AnschlieRend
erfolgte eine Rehydratisierung der Gewebeschnitte mittels einer absteigenden
Alkoholreihe und ein kurzes Spulen mit destilliertem Wasser. In der absteigenden

Alkoholreihe wurden die OT zunachst zweimalig 5 Minuten in 100% Ethanol
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gebadet, gefolgt von 5 Minuten in 90%, 5 Minuten in 80% und 5 Minuten in 70%
Ethanol. Es folgte eine Antigen-Demaskierung mittels HIER (heat induced
epitope retrieval), bei der die OT bei ca. 365 W in einem Bad aus Citratpuffer bei
pH6 in der Mikrowelle zuerst zum Kochen gebracht und dann 15 Minuten lang
unter wiederholtem NachgielRen von Citratpuffer inkubiert wurden. AnschlieRend
Auskuhlen fur mindestens 15 Minuten. Dann wurden die OT dreimalig jeweils funf
Minuten in PBS gewaschen. Die Klappenschnitte wurden mit einem Fettstift um-
randet, um ein Auslaufen der Reagenzien der folgenden Schritte moglichst zu
vermeiden. Die OT wurden beschriftet mit den aufzutragenden Reagenzien (Ab-
bildung 8): ein Klappenschnitt fur die tatsachliche Farbung, ein Klappenschnitt fur
die Negativkontrolle mit dem jeweiligen IgG und eine fur die Negativkontrolle mit
PBS. AulRerdem wurde bei jeder Farbung ein Objekttrager mit humanem Throm-
busmaterial als Positivkontrolle mitgefarbt, auf dem sowohl der jeweilige Pri-
marantikorper als auch Negativkontrollen aufgetragen wurden. Da die spater ein-
gesetzten Farbereagenzien auf Peroxidase-Reaktionen basieren, wurde je nach
Grolle des Klappenschnittes ca. 45 pl Peroxidase Blocking Reagent auf die
Schnitte getropft und finf Minuten inkubiert, um die endogene Peroxidase im Ge-
webe zu hemmen und sogenannte Hintergrundfarbungen zu vermeiden. Die
Schnitte wurden dann erneut funf Minuten in PBS gewaschen. Dann wurden fir
15 Minuten ca. 45 ul des Serum Blocking Reagents aufgetragen und anschlie-
Rend abgetropft. Ohne zwischenzeitliches Waschen wurden ca. 45 pl Avidin Blo-
cking Reagent aufgetragen und anschlieRend wenige Sekunden in PBS gewa-
schen. Nun wurde fur weitere 15 Minuten ca. 45 pl Biotin Blocking Reagent auf-
getragen und dann wenige Sekunden in PBS gewaschen. Die beschriebenen
Blocking Schritte wurden durchgefihrt, um spater unspezifische Bindungen der
Farbereagenzien zu vermeiden. Die Primarantikorper sowie die IgG-Negativ-
Kontrollen wurden verdinnt wie in Tabelle 1 und auf die jeweiligen Klappen-
schnitte aufgetragen, je nach Schnittgrof3e ca. 45 pl. Als weitere Negativkontrolle
diente PBS, welches ebenfalls auf einen Klappenschnitt jedes Patienten pro An-
tikorperfarbung aufgetragen wurde. Es folgte die Inkubation tGber Nacht im Kuhl-

raum oder Kiihlschrank bei 4°C.
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Tabelle 1: Antikérper-Verdiinnungen fiir die IHC

Cyclophilin A (500 pg/ml) 10 pg/ml x 0,1 ml -> 2 yl AK + 98 ul PBS
RAGE (200 pg/ml) 15 pg/ml x 0,1 ml -> 7,5 yl AK + 92,5 ul PBS
CD147 (200 pg/ml) 10 pg/ml x 0,1 ml -> 5 yl AK +95 ul PBS
glgG (1000 pg/ml) 10 ug/ml x 0,1 ml -> 1 pyl AK + 99 pl PBS
glgG (1000 pg/ml) 15 ug/mli x 0,1 ml-> 1,5 yl AK + 98,5 pul PBS

——  Primar-Antikorper

————  IgG-Negativkontrolle

————  PBS-Negativkontrolle

Abbildung 8: Beispiel fiir die immunhistochemischen Férbungen.
Erstellt mit BioRender.com.

Dargestellt ist ein Objekttrdger mit drei Aortenklappenschnitten. Auf jeweils einen Schnitt werden
in der IHC jeweils ein Primér-Antikbrper sowie eine IgG-Negativkontrolle und eine PBS-Negativ-

kontrolle getropft.

Am nachsten Tag wurden die OT 3 x 5 Minuten in PBS-Tween gewaschen. Fir
60 Minuten wurde der Biotinylated secondary antibody aufgetragen, welcher zur

Signalverstarkung diente. Es entstand ein Avidin-Biotin-Komplex (ABC) mit dem
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primaren Antikorper, welcher wiederum mit Gewebe-Antigenen reagierte. Dann
wurde wiederrum 3 x 5 Minuten in PBS-Tween gewaschen. Es folgte die Inkuba-
tion mit HSS-HRP (High Sensitivity Streptavidin-Horseradish Peroxidase) fir 30
Minuten und dann ein Waschen von 3 x 2 Minuten in PBS-Tween. Durch das
HSS sollte eine unspezifische Bindung an Nukleinsduren, Phospholipide und
kohlenhydratbindende Proteine verhindert werden. Fir die Visualisierung wurde
ein Tropfen des Chromogen-Substrats DAB (3,3 Diaminobenzidin) und 1 ml DAB
Chromogen Puffer gemischt und aufgetragen. Die Dauer der Inkubation hierbei
variierte je nach Primar-Antikorper (Kapitel 2.3.3.3). Das durch die HRP enzyma-
tisch umgewandelte DAB zeigt sich als brauner Niederschlag an den Antigen-
Lokalisationen (Abbildung 9). Anschliefiend wurde kurz in destilliertem Wasser
gespult und 5 Minuten in einem weiteren Bad aus destillietem Wasser gewa-
schen. Gegengefarbt wurde mit Hamalaun fir 3 Minuten und folgend 15 Minuten
geblaut. Danach folgte eine aufsteigende Alkoholreihe beginnend mit 70% auf
schlussendlich 100% Ethanol. Anschlieliend wurden die OT zweimalig in Roti-
Histol® fir jeweils 5 Minuten gebadet. Unter dem Abzug wurden die Schnitte auf
den Objekttragern nun mit Roti-Histokitt eingedeckt und mindestens 2 Tage waa-

gerecht trocknen gelassen.

DAB

Sreunarfar- 04)}° Biotinylierter

el 4 Sekundarantikorper

Primarantikorper
Gewebe = #5 QAntigen

Abbildung 9: HSS-HRP System der Immunhistochemie.

Erstellt mit BioRender.com.
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2.3.3.3 Etablierungen der Antikdrper und des Staining-Kits

Auf drei Objekttragern mit jeweils drei Klappenschnitten wurde bei der in 2.3.3.2
beschriebenen immunhistochemischen Farbung jeweils ein Klappenschnitt mit
unterschiedlich verdiinntem Antikdrper und ein Schnitt mit einer IgG-Isotypkon-
trolle in gleicher Konzentration wie der Primarantikdrper sowie ein Schnitt mit
PBS bedeckt (Abbildung 8). Auf dem ersten OT wurde eine Konzentration von 5
Mg /ml, auf dem zweiten OT von 10 pg/ml und auf dem dritten OT von 15 pg/ml
verwendet. PBS und IgG dienten jeweils als Negativkontrolle. AuRerdem wurden
als Positivkontrollen zwei Objekttrager mit jeweils vier Schnitten eines Thrombus
verwendet und wiederrum zwei Schnitte mit dem Primarantikorper unterschiedli-
cher Konzentration und zwei Schnitte mit den 1gG-Isotypkontrollen gleicher Kon-
zentration als Negativkontrollen benetzt. Unter dem Mikroskop wurden digitale
Bilder der gefarbten Schnitte gemacht und anhand dieser entschieden mit wel-
cher Konzentration die folgenden Farbungen gemacht werden sollten. Die Etab-
lierung einzelner Schritte des Staining-Kits erfolgte wahrend der ersten Farbung.
Hier wurde bei der Inkubation mit der DAB-L6sung direkt die Braun-Farbung be-
obachtet, die Losung dann abgegossen und die Zeit gestoppt. Die gemessene
Zeit wurde fur die weiteren Farbungen beibehalten, diese variierte je nach Primar-
Antikorper. Fir RAGE wurde eine DAB-Einwirkzeit von 4 Minuten, fur CypA von
2 Minuten und CD147 von 10 Minuten festgelegt. Es wurde au3erdem darauf
geachtet, dass wahrend dieser Zeit keine relevanten unspezfischen Farbungen
durch zu langes Einwirken entstehen, indem die Negativkontrollen ebenfalls be-
obachtet wurden. Hierbei sollten die Aortenklappenschnitte, welche mit dem als
Negativkontrolle dienendem IgG Antikorper benetzt wurden, keine relevanten
Farbungen aufweisen. Die Einwirkzeit des HSS-HRP wurde auf 60 Minuten ge-

testet und beibehalten.
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2.3.4 Mikroskopie

Bei der Mikroskopie wurde auf eine immer gleiche Raumbeleuchtung geachtet.
Die Lichtstufe des Mikroskops wurde auf 4-5 eingestellt. In dem Programm NIS
Elements D 3.2 wurden Fast Focus 3 x 8 bit sowie Quality (Capture) auf 4908 x
3264 eingestellt. Die Funktion ,Disable LUTs" wurde aktiviert. Vor jeder neuen
Aufnahme wurde der OT K211 mit der CypA Farbung aufgelegt und ,Reuse
camera settings“ ausgewahlt, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen. Am
Mikroskop wurden alle Bilder in 10-facher Vergroerung aufgenommen und dies
im Mikroskopie-Programm ebenfalls ausgewahlt, um spater die korrekte Anzahl
an Pixeln angezeigt zu bekommen und die Bilder korrekt auswerten zu kénnen.
Mittels der Funktion ,Manual large image® wurden dann abschnittsweise Bilder
gemacht, welche in dem Programm fortlaufend zusammengefligt wurden, sodass
jeweils ein Ubersichtsbild des gesamten Klappenschnittes in 10-facher Vergro-

Rerung entstand.

2.3.5 Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Fé&rbun-

gen

Die semiquantitative Bestimmung der Antikorper-positiven Flachen der einzelnen
digitalisierten Aortenklappenschnitte erfolgte teil-automatisiert mittels des Bildbe-
arbeitungsprogramms ImagedJ und vorgefertigten Makros, um genauere und un-
tersucherunabhangigere Ergebnisse zu erzielen. Die Bilder der immunhistoche-
misch gefarbten Aortenklappenschnitte konnten mittels eines ,Colour Deconvo-
lution Plugin® in drei Farbwerte segmentiert werden (Abbildung 10), wovon ein
Farbton (Colour 1) der braunlichen Antikorperfarbung und das zugehorige her-
aussegmentierte Bild also jeweils nur den positiv angefarbten Regionen ent-
sprach. Schlie3lich konnte diese positive Area in Pixel*Pixel angezeigt und in

Quadratmillimeter umgerechnet werden (Abbildung 11).
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Die semiquantitative Bestimmung der gesamten Anzahl der Zellkerne im Sinne
inflammatorischer Zellen auf dem jeweiligen Aortenklappenschnitt erfolgte eben-
falls teil-automatisiert mittels des Bildbearbeitungsprogramms ImageJ und vor-
gefertigten Makros. Hierbei wurde die lila/blauliche Segmentierung ausgewahilt,
da dies am Ehesten der Farbung der Zellkerne durch die Gegenfarbung ent-
sprach. Es entstand ein Bild, auf dem die Zellkerne schwarz markiert waren (Ab-
bildung 12 — 13). Die Zellkerne konnten anschliefiend automatisiert anhand der
erwarteten GroRe (20-400 Pixel?) und Zirkularitat (0,2-1,00) ausgezahlt werden.

Colour deconvolution: AR Staining

.Tnlnu:_l R:0.44115%2€7, &:0.5481528, B:0.7105151
.Cnlnur_ﬂ B:0_5€570244, G:-0_€405042, B:0_515%2€02€
.Cnlnu:_E B:0.53752859353, &:0.570€54¢, B:0.58555527

Abbildung 10: ImagedJ Colour Deconvolution.

Y-

Abbildung 11: Beispiel semiquantitative Bestimmung der IHC-positiven Fléche.
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Abbildung 12: Beispiel der teilautomatisierten Bestimmungen der Zellzahl.

Abbildung 13: Beispiel der teilautomatisierten Bestimmungen der Zellzahl.
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2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mithilfe des Programms IBM SPSS Statistics
29.0. Es wurden mehrere statistische Tests angewendet. Unter der Annahme,
dass die Patientendaten nicht normalverteilt sind, wurde ein Mann-Whitney-U-
Test fur die kontinuierlichen Variablen verwendet. Hierbei wurden die Gruppen
FP-AS und SP-AS verglichen. In der Tabelle 2 wurden der Median und Interquar-
talabstand der Ergebnisse angegeben. Die kategorischen Variablen wurden mit-
hilfe des Chi-Quadrat-Tests ausgewertet und als absolute Zahlen und Prozent-
zahlen angegeben. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse mit einem p-
Wert < 0,05 gewertet. AulRerdem wurden Spearman-Korrelationen durchgefuhrt,
um Zusammenhange zwischen Variablen zu untersuchen. Die Grafiken der Er-

gebnisse wurden mit dem Programm GraphPad Prism 10 erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakteristiken der Patientenpopulation

Tabelle 2: Charakteristiken der Patientenpopulation

Dargestellt ist eine Zusammenfassung der mit SPSS analysierten charakteristischen Werte der
Gesamtheit sowie der beiden Subgruppen FP-AS und SP-AS der in dieser Arbeit untersuchten
Patienten. Die kategorialen Variablen werden als Anzahl der Einzelwerte (N) und eingeklammert
als Prozentzahl (%), die kontinuierlichen Variablen als Median und Interquartilabstand IQR ange-
geben. Der p-Wert der kategorialen Variablen wurde dem Chi-Quadrat-Test (asymptotische Sig-
nifikanz zweiseitig) und der p-Wert der kontinuierlichen Variablen dem Mann-Whitney-U-Test ent-
nommen.

AS — Aortenklappenstenose, ASS — Acetylsalicylsdure, AK — Aortenklappe, AVA — aortic valve
area, BMI — body mass index, BPM — beats per minute CRP — C-reactive protein, EuroSCORE —
European System for Cardiac Operative Risk Evaluation, GFR — glomerular filtration rate, Hb —
Hémoglobin, HDL — high density lipoprotein, KOF- Klappenéffnungsfliche, LDL — low density
lipoprotein, LV - Linksventrikuldr, MDRD — Modification of diet in renal disease, NYHA — New York
Heart Association, STS - Society of Thoracic Surgeons. In die Werte der biskupiden Aortenklappe
sind sowohl die echte als auch die funktionelle Aortenklappe miteinbezogen.

Parameter Alle Patienten, Slow AS, Fast AS, p-
N=88 N= 57 N= 31 Wert
Klinische Parameter
. _ 66,85 64,84
Alter in Jahren, N=88 (58,25-75,75) 67,95 (60,5-76) (56-75) 0,221
Geschlecht 0,094
- Mannlich 66 (75) 46 (52,3) 20 (22,7)
- Weiblich 22 (25) 11 (12,5) 11 (12,5)
BMI (kg/m?), N=86 27,4 (24,6-30,1) | 27,2 (24,5-29,5) | 28 (24,5-31,2) | 0,263
Systolischer Blutdruck (mmHg), 130,5 (120-140) | 130,4 (120-140) | 1307 (18-} 4 759
N=86 140)
NYHA Klassifikation > 2, 28 (32,2) 18 (20,7) 10 (11,5) 0,763
N=87
Kardiovaskulare Risikofaktoren und Co-Morbiditaten
Koronare Herzkrankheit, N=87 0,108
- 1-GefaB 11(12,6) 4 (4,6) 7(8,0)
- 2-GefaRe 16 (18,4) 13 (14,9) 3(3,4)
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- 3-GefaRe 23 (26,4) 16 (18,4) 7 (8,0)
Myokardinfarkt, N=87 4 (4,6) 2(2,3) 2(2,3) 0,504
Rauchen, N=87 28 (32,2) 21 (24,1) 7 (8,0) 0,203
Hyperlipidamie, N=88 32 (36,4) 23 (26,1) 9(10,2) 0,292
Positive Familienanamnese, N=87 17 (19,5) 12 (13,8) 5(5,7) 0,624
Diabetes mellitus, N=88 24 (27,3) 18 (20,5) 6 (6,8) 0,219
Metabolisches Syndrom, N=87 44 (50,6) 30 (34,5) 14(16,1) 0,597
Hypertension, N=87 65 (74,7) 43 (49,4) 22 (25,3) 0,830
Vorhofflimmern, N=87 18 (20,7) 11 (12,6) 7 (8,0) 0,659
Pulmonale Hypertension, N=71 28 (39,4) 19 (26,8) 9(12,7) 0,310
Echte + Funktionelle bikuspide AK, 30 (34,5) 19 (21,8) 11 (12,6) 0,700
Euro-Score |, N=86 8,57 (3,2-10,5) 9,8 (3,5-11,3) 6,3(2,5-8,3) | 0,128
Euro-Score Il, N=87 2,99 (1,2-3,5) 3,2 (1,2-3,6) 2,6 (1,2-3,4) | 0,848
STS-Score, N=87 186 (0,94-2,3) | 1,95 (1,06-2,36) | | '62, é%’)Sg' 0,509
Echokardiografische and Elektrokardiografische Paramete

AS: KOF (cm2) nach KG, N=47 0,85 (0,7-1,0) 0,84 (0,7-1,0) | 0,87 (0,74-1,0) | 0,746
?ﬂ’;ﬁ;{"ﬁi@é’iam Pmean 39,4 (29-47,3) 40,1 (33-48,8) | 38,2 (26,8-45) | 0,391
I\NAE;.?Druckgradient Pmax (mmHg), 66,5 (53-78,5) 67,3 (58-84,5) | 65,1(49,5-78) | 0,363
Herzfrequenz (bpm), N=86 77,5 (67,8-83,0) | 75,8 (66,3-80) | 80,7 (69,5-84) | 0,232
Medikation

Pra-ASS, N=87 44 (50,6) 29 (33,3) 15 (17,2) 0,938
Post-ASS, N=82 74 (90,2) 48 (58,5) 26 (31,7) 0,894
Pra-Antihypertensive Therapie, 69 (79,3) 44 (50,6) 25 (28,7) 0,502

N=87
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ngétéAntihypertensive Therapie, 79 (96,3) 50 (61) 29 (35,4) 0,192
Pra-Aldosteron Inhibition, N=87 9(10,3) 33,4 6 (6,9) 0,032
Post-Aldosteron Inhibition, N=82 12 (14,6) 8(9,8) 4 (4,9) 0,873
Pra-Diuretika, N=87 27 (31,0) 16 (18,4) 11 (12,6) 0,410
Post-Diuretika, N=82 65 (79,3) 41 (50) 24 (29,3) 0,564
Pra-Beta-Blocker, N=87 39 (44,8) 25 (28,7) 14 (16,1) 0,802
Post-Beta-Blocker, N=82 70 (85,4) 43 (52,4) 27 (32,9) 0,143
Pra-Statin, N=87 50 (57,5) 35 (40,2) 15 (17,2) 0,306
Post-Statin, N=82 61 (74,4) 41 (50) 20 (24,4) 0,405
Laborparameter and Biomarker

Hb (g/dL), N=87 13,5 (12,2-14,7) | 13,7 (12,6-14,8) 13‘114(,161),5- 0,188
Leukozyten (1000/uL), N=87 7791 (5560-8700) | 7218 (5690- 8879 (5468- 0,685

8705) 8850)

Thrombozyten (10%/ul), N=87 210 (176-241) 208 (166-242) | 215(181-241) | 0,589
GFR-MDRD (ml/m?2), N=87 80,3 (64,9-97,0) | 82,5 (61,7-99,2) 76?3(233,9- 0,127
CRP (mg/dL), N=86 0,57 (0,04-0,55) | 0,51(0,04-0,65) 0163’ é%,)04- 0,667
Serum Kreatinin (mg/dL), N=87 1,06 (0,8-1,1) 1,1 (0,7-1,1) 0,94 (0,8-1,0) 0,535
Triglyceride (md/dL), N=60 165 (83-235) 170,2 (84-241) | 156,6 (79-228) | 0,638
Gesamtcholesterin (mg/dL), N=61 202 (160-231) 193 (158-214) 221 (166-243) | 0,012
LDL (mg/dL), N=57 129 (91-159) 121 (84-136) 145 (107-177) | 0,009
HDL (mg/dL), N=61 54 (39-65) 51 (39-58) 59 (41-76) 0,207
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Patienten mit einer FP-AS waren tendenziell, jedoch nicht signifikant, jinger
[FP-AS Median 64,84 IQR (56-75) zu SP-AS Median 67,95, IQR (60,5-76), p =
0,221]. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ergaben sich
bei dem Vergleich der Blutwerte des Gesamtcholesterins und des LDL, wie in
Kapitel 3.2 beschrieben. Darlber hinaus lie3en sich zwischen den beiden Grup-
pen keine signifikanten Unterschiede der Laborparameter, der Medikation, der
klinischen und echokardiografischen Parameter sowie der Risikofaktoren und

Komorbiditaten zeigen.

3.2 Hoherer Plasmaspiegel von LDL- und Gesamtcholesterin bei Patienten
mit FP-AS

p = 0,012
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Abbildung 14: Vergleich des Gesamtcholesterins im Blut in mg/dL bei FP-AS und SP-AS.
Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS = Slow progressive aortic valve stenosis.

Das Gesamtcholesterin lag bei 61 der 88 Patienten vor, von denen 20 Patienten
der Subgruppe der FP-AS und 41 Patienten der Subgruppe der SP-AS zugeord-
net waren. In Abbildung 14 zu sehen sind jeweils ein Balkendiagramm des Medi-

ans mit Interquartilabstand inklusive Error Bar und ein Streudiagramm. Zwischen
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den beiden Subgruppen zeigte sich ein signifikant erhdhtes Gesamtcholesterin
der Patienten mit FP-AS (p= 0,012). Der Median betrug fur die Gesamtzahl der
Patienten 202 mg/dL mit einem Interquartilabstand von 160-231 mg/dL. Der Me-
dian der Subgruppe SP-AS betrug 193 mg/dL mit einer IQR von 158-214 mg/dL.
Der Median der Subgruppe FP-AS betrug 221 mg/dL mit einer IQR von 166-243

mg/dL. Die Werte sind in der Tabelle 2 in Kapitel 3.1 zusammengefasst.
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Abbildung 15: Vergleich von LDL im Blut in mg/dL bei FP-AS und SP-AS.

Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS = Slow progressive aortic valve stenosis.

Das LDL lag bei 57 der 88 Patienten vor, von denen 17 Patienten der Subgruppe
der FP-AS und 40 Patienten der Subgruppe der SP-AS zugeordnet waren. In
Abbildung 15 zu sehen sind jeweils ein Balkendiagramm des Medians mit Inter-
quartilabstand inklusive Error Bar und ein Streudiagramm. Zwischen den beiden
Subgruppen zeigte sich ein signifikant erhdhtes LDL der Patienten mit FP-AS (p=
0,009). Der Median betrug fur die Gesamtzahl der Patienten 129 mg/dL mit einem
Interquartilabstand von 91-159 mg/dL. Der Median der Subgruppe SP-AS betrug
121 mg/dL mit einer IQR von 84-136 mg/dL. Der Median der Subgruppe FP-AS
betrug 145 mg/dL mit einer IQR von 107-177 mg/dL. Die Werte sind in der Tabelle

2 in Kapitel 3.1 zusammengefasst.
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3.3 Immunhistochemie Ergebnisse

Tabelle 3: Statistik-Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen.

Angegeben sind der Median und eingeklammert der Interquartilabstand. Der p-Wert wurde dem

Mann-Whitney-U-Test entnommen (asymptotische Signifikanz, zweiseitiger Test).

Alle Patienten, Fast AS, Slow AS, p-Wert

Parameter
N=88 N= 31 N= 57

Zellkerne gesamt 15089 15401 14919 0,983
(7986-19250) (7924-18443) (8082-19779)

Zellkerne pro mm?2 1781 1611 1874 0,301
(1004-2293) (960-2030) (1042-2332)

Gesamte Klappenflache in mm?2 9,60 10,35 9,19 0,307

(CypA) (5,39-12,19) (5,4-11,7) (5,31-12,76)

Gesamte Klappenflache in mm?2 9,28 10,06 8,86 0,332

(RAGE) (5,21-11,22) (5,56-11,15) (5,06-11,59)

Gesamte Klappenflache in mm?2 9,39 10,16 8,97 0,277

(CD147) (5,5-11,99) (6,2-12,2) (5,21-11,81)

CypA+ Flache gesamt in mm?2 1,06 0,72 1,24 0,021
(0,36-1,57) (0,29-0,97) (0,43-1,76)

CypA+ in mm2/ mm2 Flache 0,11 0,06 0,13 < 0,001
(0,05-0,16) (0,03-0,09) (0,07-0,18)

CypA+ in % der Gesamtflache 10,99 6,58 13,39 0,000
(5,29-15,87) (3,36-8,60) (6,74-18,33)

RAGE+ Flache gesamt in mm?2 0,27 0,26 0,28 0,671
(0,02-0,36) (0,01-0,47) (0,02-0,34)

RAGE+ in mm2/ mm2 Flache 0,028 0,025 0,03 0,503
(0,0-0,04) (0,0-0,03) (0,0-0,04)

RAGE+ in % der Gesamtflache 2,74 2,48 2,88 0,417
(0,31-3,84) (0,13-3,06) (0,39-3,95)

CD147+ Flache gesamt in mm?2 0,52 0,53 0,52 0,969
(0,04-0,53) (0,05-0,52) (0,04-0,54)

CD147+ in mm?2/ mm?2 Flache 0,05 0,049 0,053 0,627
(0,0-0,07) (0,0-0,07) (0,0-0,09)

CD147+ in % der Gesamtflache 5,20 4,94 5,34 0,760
(0,46-7,06) (0,42-6,63) (0,47-8,31)
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Abbildung 16: Beispiel einer immunhistologischen Farbung mit CypA.
Mikroskopie-Ubersichtsbild der Aortenklappe K54.

KA»
/

Abbildung 17: Beispiel einer immunhistologischen Farbung mit CD147.

Mikroskopie-Ubersichtsbild der Aortenklappe K54.
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S N

Abbildung 18: Beispiel einer immunhistologischen Farbung mit RAGE.

Mikroskopie-Ubersichtsbild der Aortenklappe K54.
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3.4 Signifikante Erhéhung der Expression von CypA bei der SP-AS im Ver-
gleich zur FP-AS
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Abbildung 19: Vergleich der CypA-positiven Flache in mm? pro Gesamtklappenschnittfléche in
mm? bei FP-AS und SP-AS.

Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS= Slow progressive aortic stenosis.

Ausgewertet wurden die immunhistochemischen Farbungen der 88 Patienten,
von denen 31 Patienten der Subgruppe FP-AS und 57 Patienten der Subgruppe
SP-AS zugeordnet waren. In der Abbildung 19 dargestellt ist die Cyclophilin A
positiv gefarbte Flache in mm? pro mm? Gesamtflache des jeweiligen Aortenklap-
penschnitts, unterteilt in die beiden Subgruppen FP-AS und SP-AS. Zu sehen
sind jeweils ein Balkendiagramm des Medians mit Interquartilabstand inklusive
Error Bar und ein Streudiagramm. Zwischen den beiden Subgruppen ergab sich
eine deutliche Signifikanz (p = <0,001) der Cyclophilin A positiv gefarbten Flache.
Der Median betrug fur die Gesamtzahl der 88 Patienten 0,11 mit einem Interquar-
tilabstand von 0,05-0,16. Der Median der Subgruppe FP-AS betrug 0,06 mit ei-
nem IQR von 0,03-0,09. Der Median der Subgruppe SP-AS betrug 0,13 mit einem
IQR von 0,07-0,18. Die Werte sind in der Tabelle 3 in Kapitel 3.2 zusammenge-

fasst.
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3.5 Keine signifikante Erhohung der Expression von RAGE im Vergleich
der beiden Subgruppen
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Abbildung 20: Vergleich der RAGE-positiven Flache in mm? pro Gesamtklappenschnittfléche in
mm? bei FP-AS und SP-AS.

Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS= Slow progressive aortic stenosis.

Ausgewertet wurden die immunhistochemischen Farbungen der 88 Patienten,
von denen 31 Patienten der Subgruppe FP-AS und 57 Patienten der Subgruppe
SP-AS zugeordnet waren. In der Abbildung 20 dargestellt ist die RAGE positiv
gefarbte Flache in mm? pro mm? Gesamtflache des jeweiligen Aortenklappen-
schnitts, unterteilt in die beiden Subgruppen FP-AS und SP-AS. Zu sehen sind
jeweils ein Balkendiagramm des Medians mit Interquartilabstand inklusive Error
Bar und ein Streudiagramm. Zwischen den beiden Subgruppen ergab sich keine
Signifikanz (p = 0,503) der RAGE positiv gefarbten Flache. Der Median betrug
fur die Gesamtzahl der 88 Patienten 0,028 mit einem Interquartilabstand von 0,0-
0,04. Der Median der Subgruppe FP-AS betrug 0,025 mit einem IQR von 0,0-
0,03. Der Median der Subgruppe SP-AS betrug 0,03 mit einem IQR von 0,0-0,04.

Die Werte sind in der Tabelle 3 in Kapitel 3.2 zusammengefasst
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3.6 Keine signifikante Erhohung der Expression von CD174 im Vergleich
der beiden Subgruppen
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Abbildung 21: Vergleich der CD147-positiven Fldche in mm? pro Gesamtklappenschnittfidche in
mm? bei FP-AS und SP-AS.
Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS= Slow progressive aortic stenosis.

Ausgewertet wurden die immunhistochemischen Farbungen der 88 Patienten,
von denen 31 Patienten der Subgruppe FP-AS und 57 Patienten der Subgruppe
SP-AS zugeordnet waren. In der Abbildung 21 dargestellt ist die CD147 positiv
gefarbte Flache in mm? pro mm? Gesamtflache des jeweiligen Aortenklappen-
schnitts, unterteilt in die beiden Subgruppen FP-AS und SP-AS. Zu sehen sind
jeweils ein Balkendiagramm des Medians mit Interquartilabstand inklusive Error
Bar und ein Streudiagramm. Zwischen den beiden Subgruppen ergab sich keine
Signifikanz (p = 0,627) der CD147/ EMMPRIN positiv gefarbten Flache. Der Me-
dian betrug fur die Gesamtzahl der 88 Patienten 0,05 mit einem Interquartilab-
stand von 0,0-0,07. Der Median der Subgruppe FP-AS betrug 0,49 mit einem IQR
von 0,0-0,07. Der Median der Subgruppe SP-AS betrug 0,05 mit einem IQR von
0,0-0,09. Die Werte sind in der Tabelle 3 in Kapitel 3.2 zusammengefasst.
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3.7 Co-Lokalisation von CypA, RAGE und EMMPRIN

Obwohl es in den immunhistochemischen Farbungen keinen signifikanten Unter-
schied der EMMPRIN und RAGE positiven Farbungen zwischen den beiden Sub-

gruppen gab, lasst sich in den mikroskopischen Bildern eine Co-Lokalisation die-

ser Farbungen mit den CypA positiv gefarbten Bereichen zeigen (Abbildung 22-

24).

R

Abbildung 22: Beispiel Inmunhistochemische Féarbung von CypA.

Mikroskopie-Ubersichtsbild der Aortenklappe K188.
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Abbildung 23: Beispiel Immunhistochemische Férbung von RAGE.

Mikroskopie-Ubersichtsbild der Aortenklappe K188.

Abbildung 24: Beispiel Inmunhistochemische Farbung von CD147.

Mikroskopie-Ubersichtsbild der Aortenklappe K188.
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3.8 Kein signifikanter Unterschied der Zellzahl bei FP-AS und SP-AS
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Abbildung 25: Vergleich der Anzahl der Zellkerne pro mm? Gesamtklappenschnittflache bei FP-
AS und SP-AS.
Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS= Slow progressive aortic stenosis.
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Abbildung 26: Vergleich der gesamten Anzahl der Zellkerne auf der Gesamtklappenschnittflache
bei FP-AS und SP-AS.
Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS= Slow progressive aortic stenosis.
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Abbildung 27: Vergleich der gesamten Schnittflache der Aortenklappen in mm? bei FP-AS und
SP-AS
Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.

FP-AS = Fast-progressive aortic valve stenosis, SP-AS= Slow progressive aortic stenosis.

Ausgewertet wurden die immunhistochemischen Farbungen der 88 Patienten,
von denen 31 Patienten der Subgruppe FP-AS und 57 Patienten der Subgruppe
SP-AS zugeordnet waren. In der Abbildung 25 dargestellt ist die Zahl der Zell-
kerne pro mm? Gesamtflache des Klappenschnittes, unterteilt in die beiden Sub-
gruppen FP-AS und SP-AS. In der Abbildung 26 dargestellt ist die Gesamtzahl
der Zellkerne des jeweiligen Aortenklappenschnitts, unterteilt in die beiden Sub-
gruppen. In der Abbildung 27 dargestellt ist die Gesamtflache der Aortenklappen-
schnitte beider Subgruppen. Zu sehen sind jeweils ein Balkendiagramm des Me-
dians mit Interquartilabstand inklusive Error Bar und ein Streudiagramm.

In Abbbildung 25 zeigt sich zwischen den beiden Subgruppen eine erhohte Zahl
der Zellkerne pro mm? der jeweiligen Klappenflache der Patienten mit SP-AS,
jedoch ohne signifikante Unterschiede (p = 0,301). Der Median betrug fur die
Gesamtzahl der 88 Patienten 1781 mit einem Interquartilabstand von 1004-2293.
Der Median der Subgruppe FP-AS betrug 1611 mit einer IQR von 960-2030. Der
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Median der Subgruppe SP-AS betrug 1874 mit einer IQR von 1042-2332. In Ab-
bildung 26 zeigte sich zwischen den beiden Subgruppen eine leicht erhdhte Ge-
samtzahl der Zellkerne der Patienten mit FP-AS, jedoch waren die Unterschiede
nicht signifikant (p = 0,983). Der Median betrug fir die Gesamtzahl der 88 Pati-
enten 15089 mit einem Interquartilabstand von 7986-19250. Der Median der Sub-
gruppe FP-AS betrug 15401 mit einer IQR von 7924-18443. Der Median der Sub-
gruppe SP-AS betrug 14919 mit einer IQR von 8082-19779. In Abbildung 27 zu
sehen ist jedoch eine grofRere Klappenschnittflache in der Subgruppe FP-AS im
Vergleich zur SP-AS, ebenfalls nicht signifikant (p = 0,307). Der Median betrug
fur die Gesamtzahl der Patienten 9,6 mit einer IQR von 5,39-12,19. Der Median
der Subgruppe FP-AS betrug 10,35 mit einem IQR von 5,4-11,7. Der Median der
Subgruppe SP-AS betrug 9,19 mit einem IQR von 5,31-12,76. Die Werte sind in

der Tabelle 3 in Kapitel 3.2 zusammengefasst.
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3.9 Zusammenhang von Blutfetten und CypA-Expression
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Abbildung 28: Korrelation von dem Gesamtcholesterin im Blut mit der CypA-Expression auf der
Aortenklappe in den immunhistochemischen Farbungen.
Blau = FP-AS, Gelb = SP-AS. Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.
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Abbildung 29: Korrelation von LDL im Blut mit der CypA-Expression auf der Aortenklappe in den

immunhistochemischen Féarbungen.
Blau = FP-AS, Gelb = SP-AS. Die Grafik wurde erstellt mit GraphPad Prism 10.
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Wie in Kapitel 3.8 beschrieben, lagen fur das LDL die Werte von 60 Patienten,
fur das Gesamtcholesterin von 61 Patienten vor. Es zeigten sich in den Korrela-
tionsanalysen nach Spearman signifikante Zusammenhange zwischen den im
peripheren Blut gemessenen LDL-Werten und der CypA-Expression (in mm? ge-
farbter Flache pro mm? Klappenflache) auf der Aortenklappe (p = 0,0168) mit
einem Korrelationskoeffizienten von r = -0,3076, sowie zwischen dem Ge-
samtcholesterin im peripheren Blut und der CypA-Expression (in mm? gefarbter
Flache pro mm? Klappenflache) auf der Aortenklappe (p = 0,017) mit einem Kor-
relationskoeffizienten von r = -0,304. Es ergab sich somit jeweils eine gering ne-
gative Korrelation. So fanden sich bei Patienten mit héheren CypA-Werten in der
IHC der Aortenklappen niedrigere Blutwerte fur das Gesamtcholesterin und fur
das LDL als bei niedrigeren CypA-Werten in der IHC. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 28 und Abbildung 29 graphisch dargestellt.

3.10 Kein Nachweis weiterer Zusammenhange zwischen Antikorper- Ex-

pression und klinischen Parametern oder der Zellzahl

In den Korrelationsanalysen ergab sich kein Zusammenhang zwischen Zellzahl
und Exprimierung von CypA, EMMPRIN oder RAGE. Es ergab sich ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen den erfassten klinischen Parametern, z.B. Blutwerte,
und der Exprimierung von RAGE oder EMMPRIN. Aufierdem liel3 sich zwischen
CypA und allen anderen erfassten Parametern, auller des Gesamtcholesterin

und LDL, ebenalls kein Zusammenhang feststellen.
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4. Diskussion

Die Pathologie der Aortenklappenstenose ist bis dato nicht vollstandig verstan-
den. Fur eine Erweiterung des Verstandnisses teilten wir die Patienten mit Aor-
tenklappenstenose in eine Gruppe mit einer schnelleren Progredienz und eine
Gruppe mit einer langsameren Progredienz dieser Erkrankung ein und konnten
erstmals eine signifikante Erhéhung des lokalen CypA-Wertes im Aortenklappen-
gewebe bei der langsamer progredienten Aortenklappenstenose im Vergleich zur
schneller progredienten Aortenklappenstenose in den immunhistochemischen
Untersuchungen nachweisen. Bei den laborchemischen Risikofaktoren LDL und
Gesamt-Cholesterin konnte eine signifikante Erhdhung in der Gruppe der schnel-
ler progredienten Aortenklappenstenose nachgewiesen werden, sodass sich
eine negative Korrelation der lokalen CypA-Konzentration mit den systemischen

Blutfetten ergab.

4.1 Erhohte CypA-Expression bei SP-AS im Vergleich zur FP-AS

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Studie zeigen eine signifikante Rolle von
Cyclophilin A in der Pathophysiologie der Aortenklappenstenose, insbesondere
im Kontext der Kalzifizierung der Aortenklappen. Ahnliche Untersuchungen beto-
nen ebenfalls die Bedeutung von CyPA in der Entwicklung und Progression der
Aortenklappenstenose. Beispielsweise haben Perrucci et al. (2020) bereits ge-
zeigt, dass CyPA in explantierten Aortenklappen von Patienten mit Aortenklap-
penstenose vermehrt nachweisbar ist. Unsere Ergebnisse erweitern dieses Wis-
sen, indem sie die Unterschiede in der CyPA-Expression zwischen verschiede-
nen Formen der AS, namlich der langsam progredienten AS (SP-AS) und der
schnell progredienten AS (FP-AS), beleuchten. Unsere Arbeitsgruppe definierte
zu Beginn der Studie diese zwei Unterformen der Aortenklappenstenose. Die FP-
AS wurde charakterisiert durch eine schnellere Verschlechterung der Aortenklap-
penstenose Uber einen bestimmten Zeitraum, genauer gesagt eine beschleunigte

Veranderung der maximalen transvalvularen Geschwindigkeit Uber der
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Aortenklappe (AVmax = 0,45 m/s pro Jahr) und eine klrzere durchschnittliche
Symptomdauer. Im Schnitt waren diese Patienten junger und wiesen in den von-
Kossa Farbungen unserer Arbeitsgruppe signifikant geringere Verkalkungen ih-
rer Aortenklappen auf, jedoch zeigten sie eine starkere Entzindungsreaktion mit
einer Immunzellinfiltration in das Klappengewebe (Mueller et al., 2024). Die SP-
AS dagegen wurde charakterisiert durch eine langsamere Verschlechterung der
Aortenklappenstenose, also eine Veranderung der maximalen transvalvularen
Geschwindigkeit unter 0,45 m/s pro Jahr sowie eine langere Symptomdauer. Bei
diesen Patienten verkalkte die Aortenklappe signifikant starker in den von-Kossa
Farbungen, wies aber eine geringere Entzindung in Form von Immuzellinfiltra-
tion auf (Mueller et al., 2024). Diese Ergebnisse decken sich mit den pathophy-
siologischen Mechanismen, die CyPA in den Vordergrund ricken. Eine Erklarung
fur die unterschiedliche Verteilung und Anreicherung von CyPA in den beiden
Patientengruppen koénnte in der zeitlichen Dynamik der Krankheitsprogression
liegen. CyPA spielt eine zentrale Rolle als Entzindungsmediator sowie bei den
Kalzifizierungsprozessen der Aortenklappe. Diese Prozesse konnen bei SP-AS
Uber einen langeren Zeitraum stattfinden und somit eine verstarkte Akkumulation
von CyPA im Klappengewebe mit seinen weiter pro-kalzifizierenden Effekten er-
moglichen. Die Studie von Perrucci et al. (2020) unterstitzt diese Hypothese,
indem sie zeigt, dass CyPA eine wesentliche Rolle bei der Induktion von Kalzi-
umablagerungen spielt und dass eine Hemmung von CyPA die Kalzifikation sig-
nifikant reduzieren kann. Au3erdem ist bekannt, dass Zellen in Apoptose hohe
Mengen an intrazellularem CypA ausschutten, dies konnte ebenfalls bei athero-
sklerotischen Plaques der Fall sein. An Pradilektionsstelle zur Plaqueruptur, der
Schulterregion der fibrdsen Kappe, konnte eine erhéhte Menge von CypA und
EMMPRIN festgestellt werden (Borst, 2010). Ebenfalls bei anderen entzindli-
chen Erkrankungen wie einer schweren Sepsis oder rheumatoider Arthritis
konnte in der Vergangenheit eine Erhdhung des CypA-Spiegels nachgewiesen
werden. (Billich et al., 1997, Tegeder et al., 1997). Bei der rheumatoiden Arthritis
konnte sogar eine Korrelation der Héhe des lokalen Cyclophilinspiegels in der
Synovialflissigkeit mit dem Schweregrad der Erkrankung hergestellt werden

(Billich et al., 1997). In Bezug auf die Aortenklappenstenose konnte dies auf der
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gleichen Pathophysiologie beruhen, sodass die SP-AS ein spateres Krankheits-
stadium mit einem hdéherem Schweregrad reprasentieren konnte. Denkbar ist
auch, dass es Unterschiede des CypA-Blutplasmaspiegel zwischen den beiden
Subgruppen gibt. Andere Studien zeigten bereits Zusammenhange des Schwe-
regrades der KHK und dem CypA-Plasmaspiegel (Manaswini et al., 2022,
Ohtsuki et al., 2017, Satoh et al., 2013), wobei auch Unterschiede der Menge von
thrombozytengebundenem CypA (Tz-CypA) und freiem CypA bei KHK nachweis-
bar sind (Fuchs, 2023). Die FP-AS konnte also ein friiheres Krankheitsstadium
reprasentieren, in dem eine erhdhte Anzahl von Immunzellen und eine systemi-
sche Entzindungsreaktion dominieren, wobei CyPA Uberwiegend im Blutplasma
vorhanden sein und als proinflammatorischer Mediator agieren konnte. Bei der
SP-AS hingegen, die als ein spateres Stadium der Krankheit angesehen werden
konnte, kdnnte die erhdhte CyPA-Expression auf der Klappe das Ergebnis einer
verstarkten Kalzifikation und Nekrose sein, welche zur weiteren Freisetzung von
intrazellularem CyPA lokal auf der Aortenklappe fuhrt. In den Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe konnte aul3erdem bei den Patienten mit FP-AS eine sig-
nifikante Erhéhung der Expression des proinflammatorischen T-Zell-Zytokin MIF
(Makrophagen-Migrationsinhibitionsfaktor) im Blutplasma sowie auf zirkulieren-
den Monozyten und Thrombozyten festgestellt werden, welche den vorherr-
schenden Aspekt der systemischen Entziindung im Vergleich zur SP-AS unter-
streicht. (Mueller et al., 2024)

4.2 (Co-) lokalisation von CypA, EMMPRIN und RAGE

In unseren immunhistochemischen Farbungen waren EMMPRIN und RAGE in
den Aortenklappen der Patienten mit SP-AS im Vergleich zu den Patienten mit
FP-AS tendenziell verstarkt nachweisbar, jedoch nicht signifikant. Beim Vergleich
der mikroskopischen Bilder der immunhistochemischen Farbungen fallt eine Co-
Lokalisation von CyPA, EMMPRIN und RAGE auf, welche bereits in einer Reihe
anderer Studien gezeigt werden konnte. Beispielsweise zeigten die Untersuchun-

gen von Borst (2010) eine ahnlich starke Expression von CypA und EMMPRIN in
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atherosklerotischen Plaques von Aortenbdgen Apolipoprotein E (ApoE)-defizien-
ter Mause, welche in nicht-atherosklerotischen Aortenwanden der Wildtyp Mause
nicht signifikant hoher exprimiert waren. Dies unterstiutzt auch den moglichen Zu-
sammenhang von CypA und EMMPRIN in Bezug auf Plaquerupturen durch frei-
werdende Metalloproteinasen. (Borst, 2010) Ein Zusammenhang von CypA und
EMMPRIN wird ebenfalls gezeigt in den Untersuchungen von Yang et al. (2008),
in denen MMP-9 bei rheumatoider Arthritis durch eine direkte Bindung von CypA
an EMMPRIN bei Monozyten und Makrophagen freigesetzt wurde, sowie in den
Untersuchungen von Seizer et al. (2010a), in denen eine Bindung von CypA und
EMMPRIN zu einer Regulation von MMP-9, MT1-MMP und M-CSF wahrend der
Schaumzellbildung fuhrte. Ein Zusammenhang von CypA und RAGE war eben-
falls bereits Bestandteil anderer Untersuchungen. So zeigten Seizer et al. (2024),
dass durch ein Fehlen oder ein Blockieren von RAGE die CypA-abhangige intra-
zellulare Ca2+-Freisetzung, Bildung von Koaggregaten und Thrombozytenakti-
vierung aufgehoben wurden. Die CypA-abhangige Leukozytenadhasion und
Chemotaxis war in vitro und in vivo ebenfalls von RAGE abhangig und die Menge
an CypA regulierte die in vivo Expression von RAGE. Auf Monozyten konnte au-
Rerdem ein ahnliches Verteilungsmuster der Rezeptoren RAGE und EMMPRIN
gezeigt werden. (Seizer et al., 2024)

4.3 Hohere Blutserumspiegel von LDL und Gesamcholesterin bei FP-AS

Der Zusammenhang von Hyperlipidamie und Aortenklappensklerose ist bekannt
(Pohle et al., 2001, Rosseba and Pedersen, 2004, Stewart et al., 1997, Filip et
al., 1987). Die Studie von Ten Kate et al. (2015) untersuchte die Pravalenz der
Aortenklappensklerose bei Patienten mit familiarer Hypercholesterinamie und
konnte zeigen, dass sowohl bei Patienten mit homozygoter als auch heterozygo-
ter familiarer Hypercholesterinamie ein erhohtes Risiko besteht, an einer Aorten-
klappensklerose zu erkranken. In anderen Studien konnte ebenfalls bereits ein
Zusammenhang zwischen einem hohen Cholesteringehalt im Blut mit einem

schnelleren Progress der Aortenklappenstenose hergestellt werden. So hatten in
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den Untersuchungen von Yilmaz et al. (2004) Patienten mit einer schneller pro-
gredienten Aortenklappenstenose ebenfalls einen hoheren Spiegel Gesamtcho-
lesterin im Blut und in den Untersuchungen von Seo et al. (2023) einen héheren
LDL-Spiegel. Die Ergebnisse unserer Studie decken sich mit diesen Ergebnis-
sen. Erklaren lasst sich die schnellere Progression der Aortenklappenstenose bei
Patienten mit hdheren Blutfetten unter anderem dadurch, dass es zu einer ver-
mehrten Ablagerung von Cholesterin in der Aortenklappe kommt, welche wieder-
rum eine Entzindungsreaktion auslost, bei der Immunzellen wie Makrophagen
das Klappengewebe infiltrieren und unter Aufnahme von oxLDL zu Schaumzellen
werden. Die Erkenntnisse lassen vermuten, dass Statine einen positiven Effekt
auf das Fortschreiten der Aortenklappensklerose haben mussten. Die Studien-
lage ist zu diesbezuglich jedoch inkonsistent. Die Studien von Bellamy et al.
(2002), Novaro et al. (2001) und Rosenhek et al. (2004) liefern Hinweise darauf,
dass ein Fortschreiten der Aortenklappenstenose durch Statine verhindert wer-
den kodnnte, andere Studien zeigten jedoch keinen relevanten Nutzen einer lipid-
senkenden Therapie (Chan et al., 2010, Cowell et al., 2005).

4.4 Negative Korrelation von CypA auf der Aortenklappe und LDL sowie

Gesamtcholesterin im Blutplasma

Wie in 4.1 und 4.3. beschrieben, ergaben unsere Untersuchungen eine signifi-
kant hdhere CypA-Expression lokal auf der Aortenklappe bei Patienten mit SP-
AS im Vergleich zu Patienten mit FP-AS, wobei die Blutplasmawerte von LDL
und Gesamtcholesterin bei den Patienten mit FP-AS im Vergleich zur SP-AS sig-
nifikant erhéht waren. In der Korrelationsanalyse nach Spearman ergab sich eine
geringe negative Korrelation zwischen dem CypA lokal auf der Aortenklappe und
dem LDL und Gesamtcholesterin im Blut. Dies unterstiutzt die Hypothese, dass
die FP-AS im Vergleich zur SP-AS mdglicherweise ein friheres Krankheitssta-
dium reprasentieren konnte. LDL ist bekanntermal3en stark atherogen wirksam
(Borén et al., 2020) und treibt in der friheren Phase den Prozess der Plaquebil-

dung an. Dazu passen die hdheren LDL-Werten im Blutplasma der Patienten mit
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FP-AS im Vergleich zur SP-AS in unseren Untersuchungen. Bei Patienten mit
fortgeschritteneren Stadien im Krankheitsprozess der Aortenklappenstenose,
wie es mutmallich bei der SP-AS der Fall ist, konnten mehrere Mechanismen
der Grund eines vergleichsweise niedrigeren Spiegels an LDL und Gesamtcho-
lesterin im Blut sein. Diese Patienten kdnnten bereits an einer weiter fortgeschrit-
tenen Herzinsuffizienz leiden und dadurch bedingt einen hdheren Energiever-
brauch haben, was zu einer Senkung der Blutfette fiUhren konnte. Es ist bekannt,
dass Patienten mit Herzinsuffizienz in fortgeschritteneren Stadien haufig eine
Kachexie entwickeln (Anker et al., 1997), unter anderem aber auch durch eine
verringerte Nahrungsaufnahme (Krysztofiak et al., 2020, Wernio et al., 2018).
Des Weiteren kann ein Fortschreiten der Herzinsuffizienz zu einer Stauung der
Leber fuhren und die physiologischen Funktionen der Leber beeintrachtigen, bei-
spielswiese den Lipidstoffwechsel betreffend, sodass es ebenfalls zu einer Sen-
kung der Blutfette kommt (Aspromonte et al., 2023). Andere Studien konnten
ebenfalls eine Hypocholesterinamie bei Patienten mit weiter fortgeschrittener
Herzinsuffizienz nachweisen (Lavie et al., 2014, Gouveia et al., 2023). In unseren
Untersuchungen gab es passend hierzu tendenziell mehr Patienten mit einer ho-
heren NYHA-KIassifikation in der Subgruppe der SP-AS im Vergleich zur FP-AS,
allerdings nicht signifikant und beeinflusst durch starke Unterschiede der Grup-
pengrolRen. Ein weiterer wichtiger Faktor mit Einfluss auf die Blutfette wird au-
Rerdem die Therapie mit Statinen sein, die mdglicherweise Unterschiede in bei-
spielsweise der Dauer der Einnahme zwischen den Subgruppen aufweisen
kdonnte. In der Vergangenheit konnte aul3erdem bereits in anderen Studien ge-
zeigt werden, dass Entzindungen ebenfalls den Plasmalipidspiegel beeinflussen
kénnen, hierbei kommt es insbesondere zu einer Senkung des LDL-Spiegels. Bei
der Genesung koénnen sich die Lipide wieder normalisieren (Feingold and
Grunfeld, 2000), dies kdnnte moglicherweise in Bezug auf die Aortenklappenste-
nose bedeuten, dass die systemische Entzindung der Frihphase abflacht und

in die lokal entzindliche Endphase Ubergeht.
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4.5 Limitationen dieser Studie

Die vorliegende Studie weist einige Limitationen auf, die bei der Interpretation der
Ergebnisse bericksichtigt werden sollten. Eine der Hauptbeschrankungen liegt
in der ungleichmafigen Verteilung der Probanden in den Subgruppen. Insbeson-
dere waren deutlich mehr Patienten in der SP-AS-Gruppe vertreten, was zu einer
moglichen Verzerrung der Ergebnisse und einer eingeschrankten Vergleichbar-
keit der Gruppen flihren konnte. Ein weiteres Problem stellt die insgesamt ge-
ringe Anzahl der Probanden dar. Eine groere Stichprobe ware notwendig gewe-
sen, um aussagekraftigere und besser generalisierbare Ergebnisse zu erzielen.
Aulerdem wiesen alle untersuchten Klappen eine hochgradige Stenose auf und
es standen keine Klappen ohne Verkalkungen als Kontrollgruppe zur Verfiigung.
Die Variabilitat in der Medikation der Patienten, deren Klappen untersucht wur-
den, stellt eine zusatzliche Herausforderung dar. Verschiedene Patienten erhiel-
ten unterschiedliche Medikamente, darunter auch Statine, was die Ergebnisse
beeinflusst haben kdnnte. Insgesamt sollten diese Limitationen bei der Interpre-
tation der Studienergebnisse berlcksichtigt werden. Zuklnftige Studien sollten
bestrebt sein, diese Einschrankungen zu minimieren, um robustere und verlass-

lichere Ergebnisse zu erzielen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die kalzifizierende Aortenklappenstenose ist eine haufige Erkrankung, dessen
Pravalenz aufgrund der alter werdenden Bevdlkerung weiter zunehmen wird und
fur die es bislang keine medikamentdse Therapie gibt, die ein Fortschreiten ver-
hindert. Die zugrundeliegende Pathophysiologie ist bisher unverstanden.

Ziel der Studie war es daher, die Pathophysiologie einer schnelleren Progression
der Aortenklappenstenose naher zu beleuchten und hierbei mdgliche therapeuti-
sche Ziele zu identifizieren. Hauptfokus war das Immunophilin CypA mit seinen
Rezeptoren RAGE und EMMPRIN im Aortenklappengewebe, sowie die Risiko-
faktoren LDL und Gesamtcholesterin im Blutplasma. In unserer Studie untersuch-
ten wir Patienten mit symptomatischer, schwerer Aortenklappenstenose mit Indi-
kation zum chirurgischen Aortenklappenersatz und unterteilten diese in die zwei
Untergruppen der schneller progredienten Aortenklappenstenose (FP-AS) und
der langsamer progredienten Aortenklappenstenose (SP-AS). Wir konnten eine
signifikant hohere Expression von CypA lokal auf der Aortenklappe von Patienten
mit SP-AS im Vergleich zu FP-AS nachweisen, was auf ein weiter fortgeschritte-
nes Krankheitsstadium hinweist, in dem der Prozess lokal auf der Klappe vor-
herrschend ist. Die Risikofaktoren LDL und Gesamtcholesterin waren im Blut-
plasma der Patienten mit FP-AS im Vergleich zur SP-AS erhoht, was mit einem
schnelleren Antreiben der Krankheitsprozesse in friheren Krankheitsstadien
durch die Hyperlipidamie erklarbar sein kénnte. In fortgeschritteneren Stadien
konnten Faktoren wie metabolische Veranderungen, Kachexie und eine vermin-
derte Leberfunktion vorherrschend sein, die zu einer Senkung der Blutfette fuh-
ren. Zukunftige Studien konnten ein Augenmerk auf die Unterschiede in der Ver-
teilung und Freisetzung von CyPA zwischen FP-AS und SP-AS legen, insbeson-
dere lokal auf der Aortenklappe im Vergleich zum Plasmaspiegel. Dies kdnnte
weitere Einblicke in die Pathophysiologie der Aortenklappenstenose bieten und
moglicherweise ein erhdohtes CypA im Blutplasma bereits als Biomarker oder

prognostischen Faktor etablieren.
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