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1. Zusammenfassung 

Das MFS ist eine autosomal-dominant vererbte Bindegewebserkrankung deren Grundlage 

eine Mutation im Fibrillin-1 Gen ist. Die klinischen Auswirkungen dieser Mutation sind vielfältig 

und betreffen mehrere Organsysteme. Die Lebensdauer der Patienten wird maßgeblich durch 

kardiovaskuläre Komplikationen beeinflusst: Hierzu gehören vor allem die Dilatation der 

Aortenwurzel mit der Entwicklung von TAAs und deren Dissektion. Der endgültige 

Pathomechanismus des MFS ist trotz intensiver Forschung noch nicht vollständig verstanden. 

Eine mögliche Ursache die für die Entstehung von TAAs relevant sein könnte sind 

inflammatorische Vorgänge, wozu auch inflammatorische Zelltodarten wie Nekroptose zählen.  

Daher wurde in dieser Studie ein möglicher Zusammenhang zwischen MFS und Nekroptose 

bei der Entstehung von TAAs untersucht. Nekroptose ist eine regulierte Form der Nekrose, 

einer entzündlichen Zelltodform. Nekroptose wird durch die Bindung von Tumor-Nekrose-

Faktor (TNF) vor allem an den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) initiiert und führt zur Ausbildung eines 

Komplexes aus den beiden Enzymen RIPK1 und RIPK3 (receptor-interacting protein kinases 

1 und 3), dem sogenannten Nekrosom. Durch die Bildung des Nekrosoms wird RIPK3 

autophosphoryliert. Aktiviertes RIPK3 phosphoryliert dann mixed lineage kinase like protein 

(MLKL), welches oligomerisiert und in die Plasmamembran wandert, wo es über noch nicht 

vollständig aufgedeckte Mechanismen zu einer Permeabilisation der Zellmembran und 

Destruktion der Zelle führt. Dementsprechhend ist der wichtigste Downstream-Exekutor der 

Nekroptose Mlkl.  

Es wurde ein Mausmodell mit Mlkl-mutierten beziehungsweise Mlkl-defizienten Mäusen und 

Mäusen mit MFS etabliert und Mlkl-Mutation und MFS etabliert, um Zusammenhänge 

zwischen Nekroptose und der TAA Entstehung bei MFS zu erforschen. Anhand von 12 

Wochen alten Mäusen konnten in Immunhistochemischen Färbungen Anahltspunkte eine 

vermehrte Einwanderung von Makrophagen in die Media der Aortenwand von TAAs gefunden 

werden. Um die konkrete Rolle von inflammatorischem Geschehen bei der TAA-Entwicklung 

zu entschlüsseln, bedarf es tiefgehender Untersuchungen. Des Weiteren konnte sowohl in 

immunhistochemischen Färbungen, als auch in qPCRs aus ganzen Aorten und aus SMCs aus 

der thorakalen Aorta aus der Zellkultur eine Veränderung der extrazellulären Matrix gezeigt 

werden. Unter anderem führt ein gesteigertes Vorkommen von Matrixmetalloproteinasen in 

der Aortenwand zu einer gesteigerten Fragmentation von elastischen Fasern in der Media der 

Aorta. Auch andere Bestandteile der extrazellulären Matrix der Aortenwand, wie Kollagene 

konnten in gesteigerter Expression nachgewiesen werden. Drüber hinaus zeigte sich ebenfalls 

eine Veränderung im TGF--Signaling, wobei die eindrücklichste Manifestation hiervon eine 

gesteigerte Expression des TGF--Rezeptors ist. Dies zeigte sich sowohl in der 

Immunhistochemischen Färbung als auch in der qPCR der gesamten Aorta und der Zellkultur 

aus SMCs aus der Media der Aorta.  
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2. Einleitung 

2.1. Thorakale Aorta 

Die thorakale Aorta kann in vier verschiedene Abschnitte eingeteilt werden. Vom Herzen aus 

betrachtet, kommt zuerst die Aortenwurzel, welche den Ring der Aortenklappe, die Segel der 

Aortenklappe und die Valsalva Sinus umfasst. Die Aortenwurzel geht in die Aorta ascendens 

(Ao. Asc.) über. Diese beginnt am sinutubularen Übergang und erstreckt sich bis zum Abgang 

des Truncus brachiocephalicus. Die Ao. Asc. geht in den Aortenbogen über, welcher bis zum 

Abgang der Arteria (A.) subclavia sinister geht und die Abgänge für die Arterien enthält, die 

Kopf, Hals und Arme versorgen. Der letzte Teil der thorakalen Aorta ist die Aorta descendens 

(Ao. Desc.), welche zwischen der A. subclavia sinister und dem Ligamentum arteriosum 

beginnt und bis zum Zwerchfell an der Wirbelsäule entlang verläuft.1  

 

Abbildung 1: Makroskopische Anatomie der thorakalen Aorta2 

2.1.1. Mikroskopische Anatomie und Physiologie der Aorta 

Die Wand der Aorta besteht aus drei Wandschichten: Tunica intima, Tunica media und Tunica 

adventitia. Die Intima besteht aus einer dünnen Schicht Endothelzellen, die fest in einer 

darunter liegenden Basalmembran verankert sind. Diese Basalmembran besteht aus einer 

hochspezialisierten extrazellulären Matrix (EZM), welche aus Laminin, Kollagen IV, Fibronektin 

(Fn), Perlecan und Proteoglykanen besteht. Die Intima erlaubt die Diffusion von Molekülen in 

die Media und wird von der Media durch die Membrana elastica interna abgegrenzt. In der 

Media finden sich konzentrische elastische Lamellen und darin eingelagerte glatte 

Muskelzellen (SMCs) sowie eine vielseitige EZM mit Proteoglykanen, Glykoproteinen, 

Glykoaminoglykanen und Kollagenen. Die elastischen Fasern und SMCs sind wichtig für die 
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Compliance und elastische Funktion der Aorta. An der Grenze von Media zu Adventitia findet 

sich die Membrana elastica externa. Die Adventitia besteht aus Fibroblasten, Kollagen und 

elastischen Fasern. Hier finden sich die Vasa vasorum sowie die lymphatische und nervale 

Innervation der Blutgefäße. Die Adventitia ist für die Stabilität der Aortenwand wichtig.3  

 

Abbildung 2: Mikroskopische Anatomie der Aortenwand4 

(1) Extrazelluläre Matrix 

Die Bestandteile der EZM können in vier große Gruppen, bestehend aus Elastin, Kollagen, 

Proteoglykanen und Glykoproteinen, eingeteilt werden.5 Elastin und Kollagen, welche von den 

SMCs produziert werden, sind essentiell für die mechanischen Eigenschaften der Aorta. Das 

dreidimensionale Elastin-Netz ist wichtig für die Elastizität und für die Verteilung von Druck, 

während das darin eingelagerte Kollagen zu einer passiven Wandspannung und begrenzter 

Wanddehnung bei steigendem intraluminären Druck führt.6 Darüber hinaus können elastische 

Fasern und fibrilläres Kollagen die Adhäsion, Proliferation und Migration von SMCs über 

Integrine beeinflussen. Glykosaminoglykane wie Hyaluron und Heparansulfat, können große 

Mengen an Wasser speichern und so einwirkenden Druck auf die Zellen mindern.3 Die 

Glykoproteine haben wichtige Funktionen bei der Zell-Matrix-Interaktion, wo insbesondere 

Fibronektin eine wichtige Rolle spielt. Auch Proteoglykane sind wichtig für Zell-Zell-

Interaktionen, aber auch für einen ausgeglichenen Gehalt an Ionen.5  

Die EZM unterliegt einem konstanten Umbau, wobei durch proteolytische Prozesse alte 

Proteine abgebaut werden und durch neu synthetisierte Proteine ersetzt werden. Für die 

proteolytischen Prozesse sind insbesondere Matrix-Metalloproteasen (MMPs) zuständig, aber 

auch andere Metalloproteinasen, wie A disintegrin and metalloprotease (ADAM), A disintegrin 

and metalloprotease with thrombospondin-1-like domains (ADAM-TS) und Serin-/Cystein 

Proteinase sind hier relevant.  

(2) Matrix-Metalloproteasen 

MMPs sind zinkhaltige calciumabhängige Endopeptinasen, die eine wichtige Rolle in der 

Degradation der EZM besitzen.3 MMPs werden als pro-MMPs sekretiert und müssen, bevor 

sie ihre Funktion ausüben können, aktiviert werden. Dies kann durch Gewebe- oder 
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Plasmaproteinasen geschehen, auch bereits aktivierte MMPs sind hierbei relevant. Die MMP-

Aktivität wird durch -Makroglobulin und tissue inhibitors of metalloproteinanses (TIMPs) 

inhibiert. Für die Degradation der aortalen EZM sind insbesondere die Gelatinasen MMP-2 

und MMP-9 von Bedeutung, da sie unter anderem Kollagen und Elastin abbauen können.7 

MMPs können darüber hinaus auch Transforming growth factor- (TGF-) aktivieren und 

mobilisieren und so einen Einfluss auf die Gewebehomöostase haben.8 Auch können MMPs 

entzündliche Geschehen beeinflussen indem sie in den Stoffwechsel verschiedener 

inflammatorischer Zytokine wie Il-1 und TNF- eingreifen.7 Synthetisiert werden MMPs unter 

anderem von SMCs, Fibroblasten, Neutrophilen und Makrophagen.9 

(3) Vaskuläre glatte Muskelzellen 

Die am häufigsten vorkommende Zellart in der Media der Aorta sind SMCs.10 SMCs werden 

durch Mikrofibrillen mit elastischen Fasern und somit der EZM verlinkt. Die entstehenden 

kontraktilen-elastischen-Einheiten spielen eine wichtige Rolle bei der Organisation der Media 

und beim Umgang mit mechanischem Stress der Gefäßwand.11 Ihre Funktionen gehen über 

die Kontraktion und Relaxation zur Regulation des Aortendurchmessers und eines adäquaten 

Blutdrucks hinaus. Sie sind auch für die Synthese und Sekretion zahlreicher EZM-Bestandteile 

verantwortlich. Unterschiedlichen Funktionen der SMCs finden ihren Ausdruck in 

verschiedenen Phänotypen der SMCs, welche sich auf einem Spektrum von kontraktil bis 

synthetisch befinden. Für den kontraktilen Phänotyp sind insbesondere Smooth muscle 

myosin heavy chain 11 (Myh11), Smooth muscle alpha-actin-2 (Acta2)  und Transgelin (Tagln) 

kennzeichnend.12 Im Gegensatz dazu weisen synthetische SMCs eine Vielzahl an synthetisch 

tätigen Organellen auf.13 Die SMC Differenzierung kann durch viele verschiedene Faktoren 

beeinflusst werden, wie beispielsweise platelet derived growth factor (PDGF), reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) und Tumornekrosefaktor- (TNF-).12 Darüber hinaus spielt TGF- 

eine wichtige Rolle bei der SMC-Differenzierung bereits in der embryonalen Phase.14 Auch 

EZM-Bestandteile können einen Einfluss auf den SMC-Phänotyp haben. Während fibrilläres 

Kollagen eher zu einem kontraktilen Phänotyp führt, sorgt Fn1 für die Entwicklung eines 

synthetischen Phänotyps. Zusätzlich können auch Proteoglykane der EZM, wie Heparin oder 

Perlecan, den SMC-Phänotyp beeinflussen.12 

(4) Transforming growth factor- Signaling 

Die TGF--Familie umfasst eine große Anzahl strukturell ähnlicher polypetidaler 

Wachstumsfaktoren, welche unterschiedlichste zelluläre Prozesse, wie Proliferation, 

Differenzierung, Mobilität, Adhäsion und Zelltod beeinflussen können. Im Folgenden wird das 

Signaling von TGF-1, TGF-2 und TGF-3 besprochen. Sezerniert wird TGF- als inaktives 

latentes TGF- bestehend aus dem eigentlichen TGF-, dem latency associated peptide (LAP) 

und dem latent TGF- binding protein (LTBP). Das LAP ist essentiell für die Latenz des 
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Komplexes, während das LTBP entscheidend an der Sekretion, Lagerung in der EZM und 

Aktivierung von TGF- beteiligt ist.15 LTBPs bestehen aus mehreren EGF-Domänen. Sie 

binden sowohl an TGF-, wodurch dieses stabilisiert wird, als auch an das Fibrillin-1 (Fbn1) in 

den elastischen Fasern und tragen so zur Speicherung von TGF- in der EZM bei. Zur 

Freisetzung von TGF- von den elastischen Fasern tragen unter anderem inflammatorische 

proteolytische Prozesse bei. Darüber hinaus können auch Plasmin oder MMPs eine 

Freisetzung von TGF- aus der EZM induzieren.16 Aktives TGF- bindet an einen Komplex 

aus einem transmembranösen Typ I und Typ II Serin/Threonin-Kinase-Rezeptor. Daraufhin 

phosphoryliert der Typ II Rezeptor den Typ I Rezeptor, welcher dann wiederum Suppressor of 

Mothers Against Decapentaplegic (SMAD)-Proteine phosphoryliert. Die phosphorylierten 

SMAD-Komplexe können dann in den Nukleus eintreten, wo mit Partnerproteinen die 

Transkription von spezifischen Genen reguliert werden kann. Der Zugang zu Typ I und Typ II 

Rezeptoren kann durch Betaglykane oder Endogline, die als lösliche akzessorische Typ III 

Rezeptoren fungieren, reguliert werden.17 Nach Bindung an den Rezeptor kann es zu 

kanonischem oder nicht-kanonischem TGF- Signaling kommen. Beim kanonischen 

Signalweg wird das Signal über SMAD2 und oder SMAD3, welche vom TGF--RI 

phosphoryliert werden, übertragen. Beim nicht-kanonischen Signalweg gibt es mehrere 

Möglichkeiten. Der wichtigste Weg involviert extracellular signal-regulated kinases (ERK)/ 

Mitogen-activated protein (MAP)-Kinase. Nach Phosphorylierung durch den TGF--RI kann 

ERK weitere Proteine und Transkriptionsfaktoren aktivierend phosphorylieren und somit 

Genexpression und Differenzierung regulieren.18  

 

2.1.2. Thorakale Aortenaneurysmen 

Bei thorakalen Aortenaneurysmen (TAA) handelt es sich um eine Erweiterung des 

Aortendurchmessers auf über 50% des physiologischen Durchmessers. Der 

Aortendurchmesser kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden, darunter Alter, 

Geschlecht und Körpergröße.1 TAAs kommen mit einer Inzidenz von 5,3 pro 100.000 

Personen/Jahr vor.19 Sie sind zunächst meist asymptomatisch und werden als Zufallsbefund 

festgestellt. Bei einer Dissektion eines Aortenaneurysmas kommt es zu einer Störung der 

Media der Aorta aufgrund einer Einblutung in die Aortenwand. Meist geschieht dies in Folge 

eines Einrisses der Intima, welcher im Verlauf zur Auftrennung der Wandschichten der Aorta 

durch Einblutung in diese führt und somit ein wahres und ein falsches Lumen der Aorta 

entstehen lässt. Im weiteren Verlauf der Einblutung in die Aortenwand kommt es entweder zu 

einer Ruptur der Adventitia und somit der Aorta oder zu einem Wiedereintritt des falschen 

Lumens in das wahre Lumen der Aorta durch einen weiteren Einriss in der Intima.20 Durch die 

Entstehung von wahrem und falschem Lumen kann es zu  Malperfusion von abhängigem 
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Gewebe kommen.1 Eine Dissektion führt, je nach Lokalisation, zu stärksten Schmerzen im 

Bereich von Brust, Nacken, Rücken oder Abdomen.2 Dissektionen, die in der Ao. Asc. 

beginnen, werden nach Stanford als Typ A bezeichnet. Wenn die Dissektion nach der 

Abzweigung der linken A. subclavia beginnt, spricht man von einer Typ B Dissektion nach 

Stanford.10 Die Inzidenz von Dissektionen eines TAA liegt bei 3 bis 4 pro 100.000 

Personen/Jahr, wobei die Mortalität bei einer Dissektion des TAAs hoch ist.21 Gefürchtet ist 

hier die Ruptur der Dissektion, die mit 80% einen großen Anteil an letal verlaufenden TAA-

Dissektionen trägt. Die Inzidenz der Ruptur von TAAs beträgt 1,6 pro 100.000 Personen/Jahr, 

wobei die Mortalität bei Ruptur des TAA zwischen 97% und 100% liegt. 19,22 

 

Abbildung 3: Einteilung von thorakalen Aortenaneurysmen23 

Zu den möglichen Komplikationen eines TAAs kann eine Aortenklappeninsuffizienz zählen.2 

Ursächlich für die entstehende Aortenklappeninsuffizienz ist die Erweiterung des 

Aortendurchmessers, wodurch die Segel der Aortenklappe nicht mehr adaptieren können und 

es zu einem Rückfluss von Blut in den linken Ventrikel kommt. Diese diastolische 

Volumenbelastung des linken Ventrikels kann zu einer diastolischen Herzinsuffizienz mit oder 

ohne reduzierter Pumpfunktion des linken Ventrikels führen.24 Außerdem können bei großen 

TAAs Kompressionssymptome der umliegenden Strukturen, wie Ösophagus, Trachea oder 

der Nervus laryngeus recurrens auftreten.2 

 

2.1.3. Ätiopathogenese von thorakalen Aortenaneurysmen 

Der hauptsächliche Mechanismus bei der Entstehung von TAAs ist die Degeneration der 

zellulären und extrazellulären Bestandteile der Media. Dabei kommt es zu einem 

Ungleichgewicht von Produktion und Destruktion der EZM-Bestandteile, insbesondere von 
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Elastin und Kollagen. Ob auch ein Untergang von SMCs zur Atrophie der Media beiträgt, ist 

offen.25 

Zu denen für dieses Ungleichgewicht zugrundeliegenden Mechanismen zählen neben 

degenerativen, altersbedingten Prozessen auch hereditäre Erkrankungen. Die wichtigsten fünf 

sind hierbei das Marfan-Syndrom (MFS) mit Mutationen im Fbn1-Gen, das vaskuläre Ehlers-

Dahnlos-Syndrom mit Mutationen von Kollagen-3 (Col3a1), das Loeys-Dietz-Syndrom mit 

Mutationen des TGF--Rezeptor-1 (TGF--R1) und TGF--R2, das Turner-Syndrom mit einer 

Monosomie X und familiäre TAAs und Dissektionen mit Mutationen in Myh11 oder Acta2.26 

2.2. Marfan-Syndrom 

Das von Antonin Marfan, einem französischen Kinderarzt, 1896 erstmals beschriebene 

Syndrom ist eine autosomal-dominant vererbte, genetische Erkrankung des Bindegewebes 

und tritt mit einer Prävalenz von 1:5.000 auf.27 Hervorgerufen wird die 

Bindegewebserkrankung durch eine Mutation im Fbn1-Gen. Hierbei werden aktuell 

verschiedene Mechanismen durch welche die Fbn1-Mutation den für das 

krankheitsbildtypischen Phänotyp hervorruft diskutiert.28 Hierzu zählen ein negativ-dominantes 

Modell, wobei angenommen wird, dass das geschädigte Genprodukt die Fähigkeit besitzt das 

vom gesunden Allel hergestellte Genprodukt zu beeinflussen und so den Phänotypen 

hervorzurufen.29 Darüber hienaus wird auch der Haploinsuffizienz des Wildtyp-Proteins eine 

Rolle in der Phänotypentstehung zugeschrieben.30 

 

2.2.1. Diagnostik und Symptome 

Die klinischen Symptome des MFS sind von variabler Penetranz und können vielfältig in 

mehreren Organsystemen, wie dem muskuloskelettalen System, dem Auge, dem 

Nervensystem, der Lunge, der Haut und dem kardiovaskulären System auftreten.31  

Zur Diagnostik wurden über die Jahre verschiedene Diagnosekriterien festgelegt. Zunächst 

wurden die diagnostischen Kriterien in der Berlin Nosologie festgehalten. Nach Überarbeitung 

dieser galt die Ghent Nosologie als Standard. Zuletzt wurde die Ghent Nosologie 2010 

überarbeitet. Sie stellt den aktuellen Diagnosestandard dar, anhand dessen, mit Hilfe von 

festen Diagnosekriterien und einem Scoring System für die systemische Beteiligung, die 

Diagnose des MFS gestellt werden kann.31  

Für die Diagnose eines MFS anhand der Ghent Nosologie muss eines der folgenden Kriterien 

erfüllt werden: 

1. Aortendilatation mit Z-Score > 2 und Ektopie der Linse 

2. Aortendilatation mit Z-Score > 2 und Fbn1-Mutation 

3. Aortendilatation mit Z-Score > 2 und Systemischer Score über 7 Punkte (s.u.) 

4. Ektopie der Linse und mit Aortendilatation assoziierte Fibrillin-1 (Fbn1) - Mutation  
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5. Ektopie der Linse und familiäre Anamnese eines MFS nach den Punkten 1 bis 4 

6. Systemischer Score über 7 Punkte und familiäre Anamnese eines MFS nach den 

Punkten 1 bis 4 

7. Aortendilatation mit Z-Score > 2 (älter als 20 Jahre) bzw. Z-Score  3 (jünger als 

20 Jahre) und familiäre Anamnese eines MFS nach den Punkten 1 bis 4 

 

Das Scoring System für die systemische Beteiligung beim MFS beinhaltet folgende Kriterien: 

Symptom Punktzahl 

Handgelenk- und Daumenzeichen positiv 3 Punkte 

Handgelenk- oder Daumenzeichen positiv 1 Punkt 

Kielbrust 2 Punkte 

Trichterbrust oder Thoraxasymmetrie 1 Punkt 

Hinterfuß Deformitäten 2 Punkte 

Plattfuß 1 Punkt 

Pneumothorax 2 Punkte 

Duralektasie 2 Punkte 

Protrusio acetabuli 2 Punkte 

Vermindertes Verhältnis von oberem Segment zu unterem Segment 

und vergrößertes Verhältnis von Armspannweite zu Körpergröße und 

keine schwerwiegende Skoliose 

1 Punkt 

Skoliose oder thorakolumbale Kyphose 1 Punkt 

Reduzierte Extension des Ellenbogens 1 Punkt 

Gesichtsmerkmale (mindestens 3 von 5): 

- Dolichozephalie 

- Enophthalmus 

- Nach unten abweichende Lidachse 

- Molarhypoplasie 

- Retrognathie 

1 Punkt 

Dehnungsstreifen 1 Punkt 

Myopie > 3 Dioptrien 1 Punkt 

Mitralklappenprolaps 1 Punkt 

Tabelle 2: Scoring System für systemische Beteiligungen beim MFS 

Für die Diagnosestellung einer systemischen Beteiligung müssen mindestens 7 Punkte von 

maximal 20 Punkten erreicht werden.32 

Die muskuloskelettalen Auffälligkeiten des MFS werden häufig zuerst entdeckt und legen den 

Verdacht eines MFS nahe.31 Viele von Ihnen werden im oben aufgeführten Scoring System für 

systemische Beteiligung bei MFS bereits erwähnt. Hierzu zählt das Daumenzeichen, bei dem 
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der Daumen des Patienten, wenn er in die Handfläche gelegt wird und danach eine Faust 

geformt wird, den ulnaren Handrand überragt. Auch das Handgelenkzeichen, bei dem bei 

Umschließen des einen Handgelenks mit der anderen Hand das Endglied des kleinen Fingers 

das Endglied des Daumens überragt gehört hierzu. Ebenfalls häufige Merkmale des MFS sind 

Thoraxauffälligkeiten mit Kielbrust, Trichterbrust oder Asymmetrien. Darüber hinaus kommen 

auch Fußdeformitäten, ein Extensionsdefizit des Ellenbogens, häufige Gelenkluxationen 

(besonders die Protrusio acetabuli) und Wirbelsäulenveränderungen mit Skoliose oder 

thorakolumbaler Kyphose gehäuft bei Patienten mit MFS vor. Zusätzlich zählt auch die 

Arachnodaktylie und eine reduzierte Knochendichte, einhegend mit erhöhtem Frakturrisiko, zu 

den mit dem MFS assoziierten muskuloskelettalen Symptomen.33 

Die geläufigsten kraniofaszialen Dysmorphien, sowie die häufigste kutane Manifestation mit 

den Striae athrophicae34, werden im Scoring System für systemische Beteiligung erfasst.  

Okuläre Komplikationen des MFS umfassen neben der Ektopia lentis, welche bereits in den 

Diagnosekriterien auftaucht, sowie der Myopie, welche im Score für systemische Beteiligung 

berücksichtigt wird, auch eine abgeflachte Kornea und eine verlängerte Augachse.35 

Die wichtigste Manifestation vom MFS am Nervensystem ist die Duralektasie.36 Der 

Pneumothorax ist eine der zu beachtenden pulmonalen Komplikation des MFS.37 

Die kardiovaskulären Komplikationen des MFS beinhalten eine Dilatation oder Dissektion der 

ascendierenden Aorta, mit oder ohne Aortenklappeninsuffizienz und einen 

Mitralklappenprolaps, mit oder ohne Mitralklappeninsuffizienz.38 Insbesondere die aortale 

Pathologie führt zu einer häufig reduzierten Lebenserwartung von MFS-Patienten.39  

 

2.2.2. Therapie 

Trotz intensiver Forschung konnte der Pathomechanismus der TAA-Entwicklung bisher nicht 

endgültig entschlüsselt werden, was auch die therapeutischen Optionen einschränkt. Aktuelle 

Therapieoptionen umfassen die Gabe von -Blockern, welche die Vergrößerung des 

Aortendurchmessers verlangsamen und die Komplikationsrate verringern.40 Vergleichbare 

Effekte konnten auch für Losartan nachgewiesen werden, einem Angiotensin-2 (AT-2)-

Rezeptorblocker, welcher sowohl in Studien an Mäusen als auch in Studien an Menschen ein 

reduziertes Wachstum von TAAs hervorrief.41,42 Spätestens bei einem Durchmesser der Ao. 

Asc. > 50mm sollte ein operativer Ersatz der Aorta erfolgen, bei zusätzlich vorliegenden 

Risikofaktoren, wie Dissektionen in der Familienhistorie, Wachstum >3mm pro Jahr, schwerer 

Aorteninsuffizienz oder Schwangerschaftswunsch kann schon ab >45mm ein Aortenersatz 

erwogen werden.20 Zusammenfassend sind die aktuellen Therapieoptionen auf eine 

Verlangsamung des Progresses begrenzt und können die Entwicklung von TAAs nicht 

verhindern. Daher ist ein Ziel dieser Arbeit, die Pathogenese der TAAs im MFS weiterführend 

zu entschlüsseln, um neue therapeutische Ansätze zu ermöglichen. 
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2.2.3. Pathophysiologie des Marfan Syndrom 

(1) Fibrillin-1  

Die Grundlage des MFS sind Mutationen in Fbn1, wobei es sich dabei zum Großteil um 

Missense-Mutationen handelt, aber auch Frameshift-, Nonsense- und Splicing-Mutationen 

sowie Inframe Deletionen und Insertionen können vorkommen. Die meisten Mutationen 

betreffen eine epidermal growth factor (EGF)-Domäne, es kommen aber auch Mutationen in 

einer Bindedomäne von TGF vor.28 Die für das MFS ursächlichen Mutationen liegen auf 

Chromosom 15q15-21.3.43 

 

Abbildung 4: Fibrillin-144 

Fbn-1 ist ein 350 kDa großes Glykoprotein und ein Strukturelement in Mikrofibrillen, welche im 

Bindegewebe verschiedener Organsysteme, wie beispielsweise Aorta, Haut, Knorpel, Kornea 

und Zonulafasern vorkommen. 45 Es besteht aus 46 bis 47 EGF-Domänen, welche darüber 

hinaus auch in vielen anderen Proteinen der EZM und des Serums erscheinen und Calcium 

binden können. Zusätzlich weist Fbn-1 eine TGF- Bindungsstelle auf, welche auch in Fbn-1 

und LTBPs vorhanden ist und aus acht Cysteinen besteht.46 Die Fibrillin-Monomere werden 

zu Mikrofibrillen polymerisiert, in denen sich zusätzliche Proteine finden und welche eine 

starke Assoziation zum Elastin von elastischen Fasern haben. Als Strukturelement erfüllen sie 

verschiedene mechanische Ansprüche in unterschiedlichen Organsystemen und begünstigen 

unter anderem die Elastizität der Aortenwand.47  

(2) Veränderungen der extrazellulären Matrix bei Marfan Snydrom 

Die EZM-Bestandteile spielen eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese von TAAs, denn 

sowohl die Fragmentierung von Elastin als auch die Versteifung der Aortenwand durch ein 
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gesteigertes Vorkommen von Kollagen führen zu Aneurysmenbildung und erhöhter 

Dissektionsgefahr. Eine Veränderung in der Zusammensetzung von Proteoglykanen und 

Glykoproteinen kann zu Veränderung in der Zell-Zell-Kommunikation und Zell-Matrix-

Kommunikation führen und dadurch die SMCs in Ihrer Synthesetätigkeit, Proliferation und 

Migration beeinflussen.3 Proteoglykane sind aufgrund ihrer biophysikalischen Funktionen, 

welche zur Strukturierung der elastischen Fasern, Druckabsorbierung und Hydrierung der 

Media der Aorta beitragen essentielle Bestandteile einer normalen intakten Aortenwand. Es 

konnte gezeigt werden, dass in TAAs Aggrecan und Versican akkumuliert vorliegen, einerseits 

duch eine gesteigerte Produktion dieser, anderseits durch eine Reduktion ihres 

proteolytischen Abbaus. Diese Akkumulation kann zum einen zu einem gesteigerten 

osmotischen Druck in der Aortenwand führen, wodurch SMCs mechanisch maladaptieren und 

darüber hinaus den Kontakt zu anderen Zellen verlieren können und im weiteren Verlauf einen 

Zelltod durch Anoikis erfahren.48 Des Weiteren spielen Hyaluronan und Veriscan eine 

entscheidene Rolle bei der Mitosetätigkeit und somit auch der Proliferation von SMCs.49 

In MFS-Patienten konnte ein erhöhtes Vorkommen elastolytischer MMPs nachgewiesen 

werden, was zu einer gesteigerten Elastin-Fragmentierung führt und dadurch für die TAA-

Entstehung relevant ist.9 Unterstützt wird die These, dass MMP-induzierte Elastin-

Fragmentierung für die TAA-Entstehung relevant ist, durch den Nachweis, dass Doxycyclin, 

als unspezifischer MMP-Inhibitor, die Ruptur von Aneurysmen in einem MFS-Mausmodell 

herauszögern kann.50  

Durch oben beschriebene Veränderungen der EZM verlieren die SMCs ihren Kontakt zu 

anderen Zellen und umliegenden Gewebe. Dies leitet eine phänotypische Veränderung der 

SMCs ein.51 Für SMCs in Aorten von Mäusen mit MFS konnte als Reaktion auf diese EZM- 

und Zell-Zell-Kontakt-Veränderungen ein eher synthetischer als kontraktiler Phänotyp der 

SMCs festgestellt werden.52 In einem MFS-Mausmodell konnten unter anderem Elastin (Eln) 

und Fn1 als starke Marker für diesen Wandel des SMC-Phänotyps nachgewiesen werden. 

Auch konnte eine gesteigerte Expression von Kollagen durch modifizierten, eher synthetischen 

SMCs nachgewiesen werden.53 Darüber hinaus ist eine erhöhte Produktion von Eln sowie 

MMPs mit der Destruktion der EZM assoziiert,51 was die Rolle von SMCs bei der Pathogenese 

von TAAs unterstreicht. Für den beobachteten Unterschied im SMC-Phänotyp konnten tumor 

necrosis factor receptor superfamily member 11B (Tnfrsf11b) und Kruppel-like factor 4 (Klf4) 

als Marker des Phänotypswitchs identifiziert werden.53  

(3) Transforming growth factor- Signaling 

Der Mechanismus des TGF- Signaling im MFS ist komplex, wobei sich MFS und das TGF--

Signaling wechselseitig beeinflussen. Es gibt sowohl Hinweise darauf, dass das MFS 

ursächlich für die Veränderungen im TGF--Signaling sind, als auch darauf, dass das TGF--

Signaling einen Einfluss auf die Entstehung des MFS hat. Einerseits führt das MFS durch die 



21 
 

Verminderung des Fbn1-assoziierten Anteils an Mikrofibrillen und die Fragmentation der 

Mikrofibrillen-assoziierten elastischen Fasern in der EZM zu einer gesteigerten 

Bioverfügbarkeit von TGF- und somit verstärktem TGF- Signaling.16 Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass durch TGF- Neutralisierung mit Antikörpern die Entwicklung von TAAs 

im MFS verhindert werden kann, was die Bedeutung des TGF- Signaling als möglichen 

therapeutischen Ansatzpunkt bei MFS-assoziierten TAAs unterstreicht.41 Anderseits konnte 

auch gezeigt werden, dass die Neutralisation von TGF- in frühen Entwicklungsstufen von 

Mäusen die TAA-Pathologie verschlimmern kann.54  

In SMCs spielt TGF- eine wichtige Rolle bei zahlreichen Prozessen, darunter Differenzierung, 

Wachstum und Migration. Darüber hinaus vermittelt TGF- bei der Kommunikation zwischen 

Endothelzellen und SMCs, denn SMCs können sich aufgrund von durch Endothelzellen 

produziertem TGF- differenzieren oder vascular endothelial growth factor (VEGF) 

produzieren.17  

(4) Inflammation 

In der Aortenwand von TAAs können vermehrt entzündliche Prozesse ablaufen, deren Rolle 

in der Pathogenese allerdings noch nicht abschließend aufgeklärt ist. Es kann hierbei zu einer 

vermehrten Infiltration von Immunzellen in der Media der Aorta kommen, wobei die räumliche 

Nähe von Immunzellen und SMCs für eine Interaktion der beiden Zelltypen bei der Entstehung 

von TAAs spricht.55 Auch im MFS kann eine gesteigerte Infiltration von Immunzellen in die 

Media und Adventitia der Aorta nachgewiesen werden. Die Infiltration von Immunzellen ist 

nicht nur gegenüber Aorten ohne Aneurysmen verstärkt, sondern auch gegenüber Aorten mit 

sporadischen Aneurysmen.56 Darüber hinaus kann im Mausmodell ein erhöhtes Vorkommen 

von inflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin-6 (Il-6), in der Media von MFS-Aorten 

festgestellt werden. Ein Knock-out von Il-6 führt zu einer Reduktion von MMPs, einer 

Perseveration der EZM und geringeren Progression der Aortendilatation.57 

ROS entstehen unter anderem durch die Reduktion von Sauerstoff (O2) zu einem Superoxid 

Anion (O2
-) durch NADPH Oxidasen (NOX). In weiteren enzymatischen Reaktionen entsteht 

aus dem Superoxid Anion Wasserstoff Peroxid (H2O2). NOX kommen sowohl in zahlreichen 

Immunzellen vor, wie beispielsweise Makrophagen und Neutrophilen58, als auch Zellen der 

großen Blutgefäße, wie SMCs oder vaskulären Fibroblasten.59 ROS führen zu einem 

vermehrten oxidativen Stress und einer erhöhten Produktion von TGF-.60 Darüber hinaus folgt 

aus einem erhöhten Vorkommen von ROS eine verminderte Kollagensynthese, sowie eine 

gesteigerte Aktivität von MMPs.61 Reibungskräfte in der Gefäßwand führen zu einer 

Aktivierung von NOX2, welches für die Aktivierung von Makrophagen und die Freisetzung von 

pro-inflammatorischen Zytokinen notwendig ist. Daher wird vermutet, dass NOX2 ein Faktor 

bei vaskulären entzündlichen Geschehen ist.62 Auch bei MFS kann in der Aorta verstärkt ROS 
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nachgewiesen werden und eine Inhibition von ROS führt zu einer Reduktion der EZM-

Destruktion und Proteaseaktivität sowie reduzierte Aneurysmenbildung.63 

TNF- ist ein Glykoprotein, welches eine wichtige Rolle bei diversen Prozessen rund um 

Inflammation, Infektion und malignen Prozessen spielt. Produziert wird TNF- vordringlich von 

Makrophagen und T-Lymphozyten, aber auch von anderen Immunzellen, wie Mastzellen, B-

Lymphozyten, natürlichen Killer-Zellen und Neutrophilen. Darüber hinaus können auch 

Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Herzmuskelzellen und Fibroblasten TNF- herstellen. 64 

Die Bindung von TNF- an den Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR) führt zu verschiedenen 

intrazellulären Prozessen, welche vor allem mit dem Zellüberleben, Zellwachstum und 

Entzündungen in Verbindung stehen. Darüber hinaus kann die Bindung von TNF- an den 

TNFR zum Zelltod führen und zwar in Form von Apoptose und Nekroptose.65 Die Exposition 

mit TNF- kann zu strukturellen Veränderungen von Zellen und der umgebenden Matrix führen 

und so Zellmigration beeinflussen. In SMCs kann sich durch den Einfluss von TNF- das 

Zytoskelett verändern und die SMCs können durch TNF- zu Migration in inflammatorische 

Umgebung angeregt werden.66 In entzündlichen Aorten-Erkrankungen kann bei TNF--

Blockade eine Verbesserung der elastischen Funktion der Aorta festgestellt werden.67 Daher 

ist eine mögliche Überlegung, ob auch im oben beschrieben entzündlichen Milieu der Aorta 

bei MFS TNF- ein Rolle zur TAA-Pathogenese beiträgt. 

 

2.3. Mixed Lineage Kinase domain-Like 

2.3.1. Nekroptose 

Nekroptose gehört, wie auch die Apoptose, zu den regulierten Formen des Zelltods. Sie wird 

wie Ferroptose oder Pyroptose zu den regulierten Nekrosen gezählt.68 

Aktiviert werden kann Nekroptose über verschieden Wege wie beispielsweise Zytokine oder 

Pathogene wie Viren und Bakterien. Die Bindung von Liganden an pattern recognition 

receptors (PRR), toll-like receptors (TLR) oder Z-DNA binding protein 1 (ZBP1) kann ebenfalls 

den Nekroptose-Signalweg aktvieren. Der wohl wichtigste Aktivator von Nekroptose ist TNF-

. Über nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-B) wird ein 

proinflammatorischer nekroptotischer Signalweg angestoßen.69 

Wichtige Moleküle des nekroptotischen Signalwegs sind unter anderem Receptor-interacting 

serine/threonine-protein kinase 1 (RIPK1), die RIP homotypic interaction motif (RHIM) und 

Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3 (RIPK3). Der Signalweg von 

Nekroptose wird eingeleitet, wenn nach Bindung von TNF- an den TNFR, in Abwesenheit 

oder Inaktivität von Caspase 8, RIPK1 sich über die RHIM mit RIPK3 verbinden kann und sich 

diese beiden Moleküle dadurch auto- und transphosphorylieren. RIPK1 und RIPK3 bilden dann 
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einen mikrofilament-ähnlichen Komplex, das Nekrosom. Daraufhin phosphoryliert RIPK3 

Mixed Lineage Kinase domain-Like (MLKL) an den beiden Stellen Thr357 and Ser358 und 

aktiviert dieses dadurch. Bei der Maus unterscheiden sich die Phosphorylierungsstellen von 

denen des Menschen und finden sich bei Serin345, Serin347, Serin352 und Threonin349.68  

In Folge der Assoziation von phosphorylierten MLKL mit dem Nekrosom kommt es zu einer 

Bindung des Nekrosoms an membran-assoziierte Phophatidylinositol-Phospate und 

infolgedessen zur Unterbrechung der Integrität der Plasmamembran der Zelle. Durch die 

Zerstörung der Plasmamembran werden durch endosomal sorting complexes required for 

transport–II (ESRCT-II) reguliert Damage-associated molecular pattern (DAMPs) freigesetzt, 

welche zu einer Immunreaktion der Umgebung führen. Des Weiteren kann das Nekrosom die 

Bildung von ROS anregen, wodurch es stabilisiert wird.70 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des nekroptotischen Signalwegs71 

Somit ist MLKL der Endpunkt verschiedener inflammatorischer Signalkaskaden und führt nicht 

nur zu Nekroptose assoziierten Membranschäden sondern auch zu einer Aktivierung von 

einem Inflammasom.72 Das Inflammasom kann dann weitere inflammatorische 

Signalkaskaden anstoßen und eine Reaktion des Immunsystems hervorrufen.73 

(1) Nekroptose in inflammatorischen Erkrankungen 

Nekroptose kann eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung und Verstärkung chronischer 

Inflammation spielen, da viele Zytokine wie TNF-, die bei inflammatorischen Vorgängen im 

Gewebe zirkulieren, auch Induktoren von Nekroptose sind. Es kann ein Teufelskreis aus 

Zelltod, der Freisetzung von DAMPs, Immunzellaktivierung und weiterer Zytokinfreisetzung zu 

einem prolongierten Entzündungsgeschehen bei chronischen inflammatorischen 

Erkrankungen kommen.74 Für chronisch entzündliche Darmerkrankungen konnte 

beispielsweise nachgewiesen werden, dass mit RIPK3 und MLKL verstärkt Moleküle des 

nekroptotischen Signalwegs vorliegen und somit mögliche therapeutische Ziele sein können.75 
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Auch in entzündlichen Hautkrankheiten ist Nekroptose von Bedeutung in der Pathogenese. 

Ein Knock-out von RIPK3 führt zu einem vollständigen Ausbleiben von nekroptotischem 

Zelltod von Keratinozyten.76 Darüber hinaus kann dargestellt werden, dass durch das Fehlen 

von RIPK3 Mäuse vor hepatischen Entzündungsvorgängen geschützt sind.77 Auch in anderen 

Zusammenhängen wurde die Relevanz von Nekroptose gezeigt, wie beispielsweise bei 

ischämischen Schlaganfällen und neurodegenerativen Erkrankungen, sowie chronisch 

obstruktiven Lungenerkrankungen und ARDS, Organtransplantationen und akuten 

Nierenerkrankungen, Autoimmunerkrankungen, Pankreatitis und Infektionen.78 Beim 

Remodeling nach Myokardinfarkt spielt Nekroptose ebenso eine wichtige Rolle. Mäuse mit 

Nekroptosedefizienz zeigen bessere Ejektionsfraktionen, sowie eine geringere Narbenbildung 

und weniger inflammatorisches Geschehen. 79  

Für abdominelle Aortenaneurysmen (AAA) in einem murinen Modell ist bereits belegt, dass 

deren Entstehung durch den Knockout verschiedener Moleküle des nekroptotischen 

Signalwegs, wie MLKL und RIPK1, verhindert werden kann.80 Der Nekroptose-Inhibitor 

Necrostatin-1 kann in Mäusen sowohl in einem Modell mit Elastase-induzierten AAA, als auch 

mit Angiotensin-induzierten AAA, den Untergang von SMCs durch Nekroptose verhindern und 

somit die Entwicklung von AAA abschwächen.81  

 

2.3.2. Extrazelluläre Vesikel und endosomaler Vesikeltransport 

Neben seiner Funktion in der nekroptotischen Signalkaskade konnten weitere Zelltod-

unabhängige Aufgaben von MLKL nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass MLKL 

RIPK3-abhängig und RIPK3-unabhängig einen Einfluss auf den endosomalen 

Vesikeltransport hat. Zellen in den MLKL durch RIPK3 phosphoryliert wurde, wiesen eine 

deutlich gesteigerte Bildung von extrazellulären Vesikeln, sowie einen verstärkten 

endosomalen Vesikeltransport auf. In Abwesenheit von RIPK3 konnten diese Funktionen von 

MLKL weiterhin auf einem basalen Niveau nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich, dass 

bei einer Mutation von MLKL an den Stellen T537 und S358 diese Aufgaben nicht mehr 

ausgeführt werden konnten. Darüber hinaus, konnte ebenfalls dargestellt werden, dass wenn 

MLKL nicht durch RIPK3 aktiviert wurde, der endosomale Transport und die lysosomale 

Degradierung von unter anderem TNF und EGFR reduziert stattfinden.82  

 

2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss der MLKL-Defizienz auf die Entstehung von thorakalen 

Aortenaneurysmen beim MFS zu untersuchen. Dabei wird zunächst der Einfluss von MLKL-

Defizienz auf die vaskuläre Inflammation und strukturelle Integrität von MFS-assoziierten TAA 

untersucht.  
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1. Zur Untersuchung der vaskulären Inflammation wird eingangs das Vorkommen von 

inflammatorischen Zellen und ROS in der Aortenwand bestimmt. Um die Auswirkung auf die 

strukturelle Integrität der Aorta zu ermitteln, werden die elastischen Fasern und das 

Vorkommen von MMPs beleuchtet. 

2. Zusätzlich wird der Einfluss von MLKL-Defizienz auf den Phänotyp von vaskulären glatten 

Muskelzellen genauer untersucht. Hierzu werden relevante Gene mittels qPCR im 

Aortengewebe untersucht und eine SMC-Zellkultur etabliert, die eine Stimulation der Zellen 

mit TGF-β und TNF-α ermöglicht. Anschließend wird das genetische Profil der SMCs ebenfalls 

mittels qPCR analysiert. 

3. Der dritte Abschnitt dieser Arbeit beschäftigt sich mit dem Einfluss von MLKL-Defizienz auf 

Veränderungen des TGF-β-Signalwegs in aortalem Gewebe und Zellkultur. Neben qPCR-

Analysen von aortalem Gewebe und Zellkulturen mit und ohne Stimulation werden 

immunhistochemische Färbungen zur Darstellung von Teilen des TGF-β-Signalwegs 

durchgeführt. 

2.5. Vorarbeiten 

Um den Einfluss von MLKL-Defizienz auf das MFS zu überprüfen hat der Kollege cand. Med. 

Oscar Zimmermann bereits einige Versuche durchgeführt. Dafür wurde ein Mausmodell aus 6 

verschiedenen Genotypen etabliert. Dieses umfasst Wildtyp-Tiere (im folgenden WT; Fbn1+/+, 

Mlkl+/+) ohne jegliche Mutation, Mäuse mit homozygoter MLKL-Mutation (im folgenden pMLKL; 

Fbn1+/+, MlklS345/7A/S345/7A) oder homozygoter MLKL-Knockout (im folgenden MLKL KO; Fbn1+/+, 

Mlkl-/-), Mäuse mit Marfan-Syndrom (im folgenden MFS; Fbn1+/C1041G, Mlkl+/+) und Mäuse mit 

MFS und homozygote MLKL-Mutation (im folgenden pDKO; Fbn1+/C1041G, MlklS345/7A/S345/7A) 

oder MFS und homozygoter MLKL-Knockout (im folgenden DKO KO; Fbn1+/C1041G, Mlkl-/-). All 

diese verschiedenen Genotypen begründen Ihnre Notwendigkeit darin, dass es so möglich ist 

sowohl den individuellen als auch den kombinierten Einfluss jeder Mutation zu Untersuchen. 

In bisher unveröffentlichten Vorarbeiten wurden diese Mäuse zum Zeitpunkt von 12 Wochen 

echokardiographisch untersucht. Es konnte dargestellt werden, dass der Durchmesser des 

Aortenbulbus in den pMLKL Tieren mit durchschnittlich 1,838mm signifikant größer war als der 

von den WT-Tieren mit 1,685mm (p=0,0148). Zusätzlich zeigte sich eine signifikant 

ausgeprägtere Dilatation bei den MFS-Tieren mit durchschnittlich 1,991mm gegenüber den 

WT (p<0,0001) und pMLKL Tieren (p=0,0046). Die pDKO-Tiere wiesen mit 2,224mm den 

größten Durchmesser des Aortenbulbus auf, welcher auch im Vergleich zu dem der WT 

(p<0,0001), pMLKL (p<0,0001) und MFS Tiere (p<0,0001) signifikant größer war. Zwischen 

den pMLKL (1,838mm) und MLKL KO (1,785mm) Tieren (p=0,9064), sowie den pDKO 

(2,224mm) und DKO KO (2,237mm) Tieren konnte kein Unterschied festgestellt werden 

(p=0,9998), weshalb im Folgenden für die ultrastrukturellen Analysen nur die Tiere mit der 
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MLKL-Mutation (pMLKL) und nicht auch die Tiere mit MLKL-Knockout (MLKL KO) verwendet 

wurden.  

 

Abbildung 6: Durchmesser des Aortenbulbus in der Sonografie (n=10, 17, 15, 18; * p<0,05, ** p<0,01, **** 
p<0,0001), mit freundlicher Genehmigung von cand. med. Oscar Zimmermann 
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3. Material und Methoden 

3.1. Material 

Bezeichnung Hersteller 

2-Propanol Sigma 

Aceton ROTH 

Albumin Fraktion V ROTH 

Ampuwa Fresenius Kabi 

Bupresol vet. 0,3mg/ml Cp-pharma 

CaCl2 ROTH 

Chloroform SIGMA-Aldrich 

Collagenase I EMP Millipore Corp. 

cOmplete Tablets (Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets) 

Roche 

DAPI SIGMA-Aldrich 

DMEM/F-12 (1:1) (1X) + GlutaMAX-I gibco 

DQ gelatin from pig skin, fluorescein conjugate invitrogen 

Elastase (from porcine pancreas, 9,7mg 

Protein/ml, 4 units/mg Protein) 

Sigma-Aldrich 

Ethanol (80%, 96%, 100%) ROTH 

Eukitt SIGMA 

Fetal Bovine Serum SIGMA 

Go Taq qPCR Master Mix Promega 

Goat-Serum gibco 

HBSS inkl. CaCl2 und MgCl2 gibco 

HCl 1M ChemSolute 

HCl 37% ROTH 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Appliedbiosystems, Thermofisher 

Scientific 

ImmEdge Pen Vector Laboratories 

Isofluran  Piramal Critical Care 

MiniCollect Tube EDTA, Lithium Heparin Greiner Bio-One 

Mono-Natriumcitrat ROTH 

mTGF-1 (Maus) R&D systems 

NaCl BRAUN 

NaN3 ROTH 
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Nuclease-freies Wasser Promega 

PBS Tablets Gibco, Life Technologies Limited 

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich 

PFA (4% in PBS) Sigma-Aldrich 

PhosSTOP (Phosphatase Inhibitor Cocktail 

Tablets) 

Roche 

Plasmocin treatment 50mg InvivoGen 

ProLong Gold antifade reagent invitrogen 

Quiazol Qiagen 

Resorchin-Fuchsin-Färbelösung nach Weigert ROTH 

RNeasy Plus Micro Kit Qiagen 

Tissue-Tek Sakura 

TNF- (Maus) MedChemExpress 

Tris ROTH 

Trypsin-EDTA Solution SIGMA 

Trypsin-Inhibitor from soybean Roche Diagnostics GmbH 

Tween 20 Sigma 

Vector TrueVIEW Autofluorescence Quencing 

Kit with DAPI 

BIOZOL 

Zitronensäure-Monohydradt ROTH 

Tabelle 3: Material 

3.1.1. Antikörper 

Ziel-Antigen Typ Spezies des 

Spendertiers 

Klon Hersteller Verdün-

nung 

CD45 monoklonal Ratte I3/2.3 30-

F11 

BioLegend 1 : 500 

Alexa Fluor 594 

anti-mouse 

CD68 

monoklonal Ratte FA-11 BioLegend 1 : 200 

P44/42 MAPK 

(ERK 1/ 2) 

Polyklonal Hase - Cell Signaling 1 : 500 

NOX2/gp91phox Monoklonal Hase EPR6991 abcam 1 : 100 

TGF--Rezeptor 

1 

Polyklonal Hase - Santa Cruz 

Biotechnologies 

1 : 500 

Tabelle 4: Primäre Antikörper für Immunfluoreszenzfärbungen 
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Bezeichnung Spezies des 

Spendertiers 

Wellenlänge Hersteller Verdünnung 

Alexa Fluor 488 anti-

rabbit 

Ziege 488nm Invitrogen 1 : 500 

Alexa Fluor 594 anti-

rabbit 

Ziege 594nm Invitrogen 1 : 500 

Alexa Fluor 594 anti-

rat 

Ziege 594nm Invitrogen 1 : 500 

Tabelle 5: Sekundäre Antikörper für Immunfluoreszenzfärbungen 

3.1.2. Primer 

Gen Sequenz Spezies Hersteller 

Acta2_for TGCTGACAGAGGCACCACTGAA Maus Eurofins 

Genomics 

Acta2_rev CAGTTGTACGTCCAGAGGCATAG Maus Eurofins 

Genomics 

Casp3_for GGAGTCTGACTGGAAAGCCGAA Maus Eurofins 

Genomics 

Casp3_rev CTTCTGGCAAGCCATCTCCTCA Maus Eurofins 

Genomics 

Ccn2_for TGCGAAGCTGACCTGGAGGAAA Maus Eurofins 

Genomics 

Ccn2_rev CCGCAGAACTTAGCCCTGTATG Maus Eurofins 

Genomics 

Col1a1_for CCTCAGGGTATTGCTGGACAAC Maus Eurofins 

Genomics 

Col1a1_rev CAGAAGGACCTTGTTTGCCAGG Maus Eurofins 

Genomics 

Col3a1_for GACCAAAAGGTGATGCTGGACAG Maus Eurofins 

Genomics 

Col3a1_rev CAAGACCTCGTGCTCCAGTTAG Maus Eurofins 

Genomics 

Eln_for TCCTGGGATTGGAGGCATTGCA Maus Eurofins 

Genomics 

Eln_rev ACCAGGCACTAAACCTCCAGCA Maus Eurofins 

Genomics 
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Fn1_for CCCTATCTCTGATACCGTTGTCC Maus Eurofins 

Genomics 

Fn1_rev TGCCGCAACTACTGTGATTCGG Maus Eurofins 

Genomics 

Gapdh_for CATCACTGCCACCCAGAAGACTG Maus Eurofins 

Genomics 

Gapdh_rev  
 

ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG Maus Eurofins 

Genomics 

Lox_for CATCGGACTTCTTACCAAGCCG Maus Eurofins 

Genomics 

Lox_rev GGCATCAAGCAGGTCATAGTGG Maus Eurofins 

Genomics 

Mmp2_for CAAGGATGGACTCCTGGCACAT Maus Eurofins 

Genomics 

Mmp2_rev TACTCGCCATCAGCGTTCCCAT Maus Eurofins 

Genomics 

Mmp9_for GCTGACTACGATAAGGACGGCA Maus Eurofins 

Genomics 

Mmp9_rev TAGTGGTGCAGGCAGAGTAGGA Maus Eurofins 

Genomics 

Pai1_for CCCCACGGAGATGGTTATAG 
 

Maus Eurofins 

Genomics 

Pai1_rev ATCACTTGGCCCATGAAGAG 
 

Maus Eurofins 

Genomics 

Tagln_for GCAGATGGAACAGGTGGCTCAA Maus Eurofins 

Genomics 

Tagln_rev CCCAAAGCCATTAGAGTCCTCTG Maus Eurofins 

Genomics 

Tgf--

Rezeptor1_for 

TGCTCCAAACCACAGAGTAGGC Maus Eurofins 

Genomics 

Tgf--

Rezeptor1_rev 

CCCAGAACACTAAGCCCATTGC Maus Eurofins 

Genomics 

Tnfrsf11b_for CGGAAACAGAGAAGCCACGCAA Maus Eurofins 

Genomics 

Tnfrsf11b_rev CTGTCCACCAAAACACTCAGCC Maus Eurofins 

Genomics 

Tabelle 6: qPCR Primer 
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3.1.3. Mauslinien 

Bezeichnung Hersteller 

Fbn1+/C1041G The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, 

Vereinigte Staaten) 

MlklS345/7A/S345/7A Prof. Dr. Manolis Pasparakis, Institut für 

Genetik, Universität zu Köln, Deutschland 

Mlkl-/- Prof. Dr. Manolis Pasparakis, Institut für 

Genetik, Universität zu Köln, Deutschland 

Tabelle 7: Mauslinien 

3.2. Methoden 

3.2.1. Mausmodell 

Für die Versuche wurden Mäuse aus der Mauslinie Fbn1+/C1041G, welche kommerziell bei The 

Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, Vereinigte Staaten) erworben wurden, mit Mäusen 

der MlklS345/7A/S345/7A Mauslinie oder Mäusen der Mauslinie Mlkl-/- gekreuzt, welche uns von Prof. 

Dr. Manolis Pasparakis (Institut für Genetik, Universität zu Köln, Deutschland) zur Verfügung 

gestellt wurden. Mit dem Inzuchtstammverfahren wurden die Mäuse der oben genannten 

Mauslinien zur Generierung der gewünschten sechs Genotypen generiert: 

- Wildtyp (im folgenden WT; Fbn1+/+, Mlkl+/+)  

- homozygote MLKL-Mutation (im folgenden pMLKL; Fbn1+/+, MlklS345/7A/S345/7A) oder 

homozygoter MLKL-Knockout (im folgenden MLKL KO; Fbn1+/+, Mlkl-/-) 

- Marfan-Syndrom (im folgenden MFS; Fbn1+/C1041G, Mlkl+/+)  

- MFS und homozygote MLKL-Mutation (im folgenden pDKO; Fbn1+/C1041G, MlklS345/7A/S345/7A) 

oder MFS und homozygoter MLKL-Knockout (im folgenden DKO KO; Fbn1+/C1041G, Mlkl-/-).  

Die Notwendigkeit der Verwendung von sechs Genotypen besteht darin, dass derart einzelne 

Effekte der jeweiligen genetischen Mutation separat betrachtet werden können, aber auch die 

kumulierten Effekte der MFS-Mutation und MLKL-Mutation, beziehungsweise des MLKL-

Knockouts feststellbar sind.  

Die C1041G-Mutation gilt als anerkanntes Mausmodell zur Untersuchung der Auswirkung von 

MFS, wobei es zu einem Austausch von Cystein zu Glycin am Exon 25 im Fbn1-Gen kommt, 

welches für eine EGF-Domäne kodiert. Es zeigen sich ähnliche histopathologische Vorgänge 

im Vergleich zu älteren MFS-Mausmodellen, wie beispielsweise dem mg/mg- oder dem 

mgR/mgR-Mausmodell. Insbesondere die Alteration der Mikrofibrillen und die Fragmentation 

von elastischen Fasern sind auffallende Veränderungen der genetisch veränderten 

Mäuse.30,83,84 Darüber hinaus kommt es auch zu einer gesteigerten Kollageneinlagerung und 

erhöhter MMP-Aktivität.30 
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S345/7A ist eine Phosphorylierungsstelle von murinem MLKL. Wird es an dieser 

phosphoryliert, kommt es zu einer Änderung der Konformation des Proteins, welche zu einer 

Oligomerisation, Translokation zur Zellmembran und dortiger Disruption der Zellmembran 

führt.85 Wenn durch eine Mutation an dieser Stelle MLKL nicht von RIPK3 phosphoryliert 

werden kann, findet keine Nekroptose statt.86  

Durch den kompletten MLKL-Knockout bilden die Mäuse kein MLKL mehr.87  

Die Betrachtung von Mäusen sowohl mit Mlkl-Knockout als auch mit einer Mlkl-Mutation dient 

somit der Darstellung, dass die Mlkl-Mutation und der Mlkl-Knockout die gleichen 

Auswirkungen auf die nekroptotischen Prozesse haben. Zusätzlich können so eventuelle 

sterische Effekte von MLKL untersucht werden. 

3.2.2. Organentnahme 

Im Alter von 12 Wochen wurde bei den Mäusen gemäß des Tierversuchsantrags die 

Organentnahme durchgeführt. Nach Analgesie durch eine subkutane Injektion von 0,2mg/kg 

Körpergewicht Buprenorphin wurden die Mäuse mit 4% Isofluran narkotisiert. Während der 

Narkose wurden Atmung und Körpertemperatur mittels einer rektalen Temperatursonde 

überwacht. Mit einem Bauchschnitt wurden, nach Sicherstellung einer adäquaten Analgesie 

mittels ausbleibender Reaktion auf Schmerzreize (Zwischenzehenreflex), die abdominellen 

Organe freigelegt und durch das Zwerchfell hindurch der linke Ventrikel punktiert, wobei mittels 

einer 25G Kanüle ca. 1ml Blut entnommen wurde. Anschließend wurden, nach Durchtrennung 

der Vena cava inferior, über die gleiche Einstichstelle das Kreislaufsystem der Maus mit NaCl 

perfundiert, in welchem Phospho-Stop und Protease-Inhibitor gelöst wurden. Die Perfusion 

wurde mit den oben beschrieben Phosphatase- und Proteaseinhibitoren durchgeführt, um das 

Ablaufen von postmortalen enzymatischen Prozessen während beziehungsweise nach der 

Organentnahme zu verhindern. Im nächsten Schritt wurde die thorakale Aorta (Ao. Asc., 

Aortenbogen und Ao. Desc.) freigelegt und entnommen. Zuletzt wurde die abdominelle Aorta 

dargestellt und entnommen. Zur späteren Analyse wurden sowohl die Ao. Asc., als auch die 

untere Hälfte der thorakalen Ao. Desc. in TissueTec eingebettet. Der Aortenbogen und die 

obere Hälfte der thorakalen Ao. Desc., sowie die abdominelle Aorta (Ao. Abd.) wurden nativ in 

entsprechenden Probegefäßen in Flüssigstickstoff schockgefroren und dann ebenso wie die 

in TissueTec eingebetteten Präparate bei -80° Celsius gelagert. Das entnommene Blut wurde 

in EDTA- und Heparin-Röhrchen gefüllt. Letztere wurden zentrifugiert und das so gewonnene 

Plasma wurde ebenfalls in Flüssigstickstoff schockgefroren und anschließend bei -80° Celsius 

gelagert. 

3.2.3. Kryo Schneiden 

Für die histologischen und Immunfluoreszenzfärbungen wurden an einem -18°C kalten 

Kryotom die entnommenen und in TissueTec eingebetteten Aorten im Querschnitt geschnitten. 
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Die Querschnitte der Aorta ascendens wurden 8m dick geschnitten. Es wurden jeweils 3 

Querschnitte auf einen Objektträger platziert. Anschließend wurden die Objektträger bei -80°C 

eingefroren. 

Für die Auswertung der Färbungen wurde nur die Media der Aorta betrachtet, da davon 

ausgegangen wird, dass dies der hauptsächliche Ort der Pathogenese ist. 

3.2.4. Resorcin-Fuchsin-Färbung 

Mit der Resorcin-Fuchsin-Färbung werden elastische Fasern dargestellt. Hierzu wurden die 

kryokonservierten Schnitte bei Raumtemperatur aufgetaut. Anschließend wurden die Schnitte 

für vier Stunden in die Resorcin-Fuchsin-Färbelösung eingetaucht. Danach wurden die 

Objektträger unter fließendem Leitungswasser so lange gespült, bis das Wasser klar war. 

Zusätzlich wurde mit destilliertem Wasser nachgespült. Als nächstes wurde mit 80% Ethanol 

differenziert und nochmals mit destilliertem Wasser zur Unterbrechung der Differenzierung 

nachgespült. Zuletzt wurden die Schnitte mit 96% Ethanol und 100% Ethanol entwässert und 

mittels Eukitt eingedeckt.  

3.2.5. In-situ-Zymografie 

Die in-situ-Zymografie illustriert die Aktivität und Lokalisation der MMP2 und MMP9 durch 

Zersetzung von aufgetragener DQ-Gelatine. Die dye quenched- (DQ-)Gelatine ist eine mit 

Fluorescin versetze Gelatine, bei der durch gelantinolytischer Aktivität das inaktive Fluorescin 

in grün fluorezierende Peptide umgewandelt wird. Die in diesem Fall verwendete DQ-Gelatine 

wird durch MMPs zersetzt und kann somit zur Quantifizierung und Lokalisierung von MMP-

Aktivität verwendet werden.88 Zuerst wurde der Reaktionspuffer bestehend aus NaCl, CaCl2, 

NaN3 und Tris angesetzt und mit HCl auf einen pH-Wert von 7,6 titriert. Danach wurde die DQ-

Gelatine in einer Konzentration von 10g/ml im Reaktionspuffer gelöst. Nach dem Auftauen 

der Kryoschnitte wurden die einzelnen Schnitte auf dem Objektträger mit einem Wachsstift 

umkreist, um dadurch die benötigte Menge an Gelatine möglichst gering zu halten. Die DQ-

Gelatine, gelöst im Reaktionspuffer, wurde aufgetragen und die Schnitte für drei Stunden bei 

37° Celsius in einer feuchten Kammer inkubiert. Pro Objektträger wurde eine Negativkontrolle 

mittels des Reaktionspuffers ohne DQ-Gelatine durchgeführt. Nach drei Stunden wurde 

dreimal für fünf Minuten mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Objektträger mittels 

Anti-Fade Mounting Medium eingedeckt. 

3.2.6. Immunfluoreszenzfärbung 

Das folgende Protokoll wurde für die Immunfluoreszenzfärbungen auf TGF-, NOX und 

ERK1/2 verwendet: Nach dem Auftauen der Kryoschnitte wurden diese für zehn Minuten mit 

4% PFA fixiert und anschließend einmal für fünf Minuten mit PBS gewaschen. Danach wurden 

die Objektträger in die Pufferlösung, bestehend aus 630ml Ampuwa, 12,6ml 2,1%iger 

Zitronensäure, 57,4ml 3%igem Natriumcitrat und 350l Tween 20, gestellt und viermal fünf 
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Minuten auf 700 Watt in der Mikrowelle erhitzt. Dann erfolgte ein erneuter Waschschritt mit 

PBS und anschließend wurden die Schnitte mit dem Wachsstift, zur Beschränkung des 

Antikörperverbrauchs, markiert. Die Blockierlösung, welche sich aus 10% FBS und 1% BSA 

in PBS zusammensetzt, wurde für eine Stunde aufgetragen. Im Anschluss wurde der primäre 

Antikörper, in 1%iger Blockierlösung entsprechend dem Verhältnis in Tabelle 4 verdünnt, 

aufgetragen und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde als erstes dreimal mit PBS 

gewaschen und danach wurde der sekundäre Antikörper, in PBS entsprechend dem Verhältnis 

in Tabelle 5 verdünnt, aufgetragen und für eine Stunden inkubiert. Nach einem weiteren PBS-

Waschschritt wurden die Zellkerne für 15 Minuten mit DAPI, ebenfalls 1 : 1000 in PBS 

verdünnt, angefärbt. Abschließend wurden die Schnitte erneut gewaschen und mit Anti-Fade 

Mounting Medium eingedeckt.  

Für die CD45-Färbung wurden die aufgetauten Schnitte mit Aceton für zehn Minuten bei -20°C 

fixiert und anschließend eine Stunde bis zum kompletten Verdampfen des Acetons bei 

Raumtemperatur gelagert. Nach dem Umkreisen der Schnitte mit Wachsstift wurde mit PBS 

für zehn Minuten rehydriert. Danach wurde für eine Stunde mit 5% Ziegenserum in PBS 

geblockt und dann über Nacht mit dem primären Antikörper, verdünnt in 5% Ziegenserum 

entsprechend dem Verhältnis in Tabelle 4 in PBS, inkubiert. Am nächsten Tag wurde nach 

zweimaligem Waschen mit PBS eine Stunde mit dem sekundären Antikörper verdünnt 

entsprechend dem Verhältnis in Tabelle 5 inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde für fünf 

Minuten der TrueVIEW Reagent aufgetragen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die 

Objektträger mit dem VECTASHIELD Vibrance with DAPI eingedeckt. 

Bei der CD68-Färbung wurde zunächst mit 4% PFA fixiert und anschließend mit PBS 

gewaschen. Nach Umkreisen der Schnitte mit dem Wachsstift wurde mit 3% BSA in PBS für 

90 Minuten blockiert und im Anschluss über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper, gelöst 

in 3% BSA in PBS und verdünnte entsprechend dem Verhältnis in Tabelle 4, inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde nach dem Waschen für 60 Minuten mit dem sekundären Antikörper, 

ebenfalls in 3% BSA in PBS entsprechend dem Verhältnis in Tabelle 5 verdünnt, inkubiert. Auf 

den folgenden Waschschritt folgte eine 15-minütige Inkubation mit DAPI. Nach einem letzten 

Waschen wurden die Objektträger mit Anti-Fade Mounting Medium eingedeckt. 

3.2.7. qPCR Aorta Descendens 

Für die quantitative PCR wurden die bei der Organentnahme nativ eingefrorenen Aorten (Ao. 

Desc.) verwendet. Als erstes wurden die Aorten in Quiazol gelegt und im Precellys 

homogenisiert. Anschließend wurden die Proben mit Chloroform versetzt und zentrifugiert. Die 

obere Phase wurde abgenommen und in die DNA-Elimination Säule des RNA-Kits überführt. 

Zum Durchfluss wurde Isopropanol hinzugefügt und alles in die RNA-Säule umgefüllt. 

Anschließend wurden die Proben in mehreren Wasch- und Zentrifugierschritten nacheinander 
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entsprechend den Angaben des Herstellers mit Buffer RW, RPE und 80% Ethanol purifiziert 

und final mit RNA-freiem Wasser aus der RNA-Column gelöst.  

Für die cDNA wurde die RNA auf eine Konzentration von 100ng/ 10l mit nukleasefreiem 

Wasser verdünnt. Zur cDNA-Synthese wurde die RNA mit 10x RT Buffer, 25x dNTP Mix (100 

mM), 10x RT Random Primers, MultiScribe Reverse Trancriptase und nukleasefreiem Wasser 

zusammen im Thermocycler transkribiert.  

Mit der synthetisierten cDNA wurden mit dem GoTaq qPCR Master Mix qPCRs auf die 

folgenden Targets durchgeführt: Gapdh, Tnf, Casp 8, NF-B, Casp 3, Ripk1, Ripk3, Mlkl, Tgf 

β, Tgf β- Rezeptor, Mmp2, Mmp9, Smad2, Erk1, Erk2, Timp1, Col1a1, Col3a1, Ccn2, Eln, Fn1, 

Lox, Fbn1, Tnfrsf11b, Klf4, Acta2, Myh11, Tagln, Il-1b, Il-6, Il-11. 

3.2.8. Isolation und Kultur von murinen aortalen glatten Muskelzellen 

Für die Isolation der glatten Muskelzellen aus der Aorta (mSMCs) wurden den Mäusen wie bei 

der Organentnahme, sowohl die thorakale als auch die abdominelle Aorta entnommen. 

Einziger Unterschied zum oben beschriebenen Vorgehen bei der Organentnahme ist, dass die 

Aorten nicht mit Phosphatase- und Protease-Inhibitor perfundiert wurden, sondern hierbei 

erfolgte die Perfusion mit HBSS, um die SMCs möglichst wenig zu beeinträchtigen. Die 

entnommenen Gefäße wurden bis zur weiteren Verarbeitung in HBSS auf Eis gelagert. 

Danach wurden die Aorten für zehn Minuten in eine im Inkubator auf 37°C vorgewärmte 

Enzymlösung gelegt. Die Enzymlösung bestand aus Kollagenase (Konzentration 1mg/ml), 

Trypsin Inhibitor (Konzentration 1mg/ml), HBSS, Elastase (Konzentration 1mg/ml) und 

Penicillin/Streptomycin (Konzentration 2%). Im Folgenden wurden die Aorten in ebenfalls 

vorgewärmtes DMEM platziert und unter dem Mikroskop wurde die Adventitia von der Media 

abgelöst. Um die Endothelzellen von der Media abzutrennen, wurden die Aorten nach dem 

Entfernen der Adventitia aufgeschnitten und es wurde mit der Pinzette über das Innere der 

Gefäße gestrichen. Anschließend wurden die Aorten für 90 Minuten zum Verdauen in eine 

ebenfalls vorgewärmte Enzymlösung, mit der gleichen Zusammensetzung wie zuvor, gelegt. 

Nach dem Verdau wurden die gelösten SMCs mit DMEM gewaschen und für eine Woche in 

DMEM versetzt mit 20%FBS, 1% Penicillin/ Streptomycin und 0,1% Plasmocin ausplattiert. 

Dabei wurde eine thorakale Aorta in ein Well einer 48-Well-Platte ausplattiert. 

Für die weitere Kultur der mSMCs wurden die Zellen bei ca. 90%iger Konfluenz 1:2 gesplittet. 

Hierzu wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und anschließend mit Trypsin/ EDTA von der 

Platte gelöst, zentrifugiert und in DMEM mit 20% FBS und 1% Penicillin/ Streptomycin 

ausplattiert.  

Zur Kontrolle, dass es sich bei den isolierten und kultivierten Zellen sicher um SMCs handelt 

wurde eine Färbung auf -SMA durchgeführt (siehe Abbildung 7). 
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Abbildung 7: -SMA Färbung von SMCs in Zellkultur; Zellkerne: blau, -SMA: rot 

3.2.9. Stimulation von murinen aortalen glatten Muskelzellen 

Für die Stimulationsversuche wurden mSMCs in Passage 4 bis 7 verwendet. Die Zellen 

wurden für die Versuche auf 12 Wells einer 48-Well Platte ausplattiert. Im ersten Schritt wurde 

das oben beschriebene Kulturmedium der konfluenten Zellen für 24 Stunden durch DMEM mit 

0,1% BSA ersetzt, um somit die Zellen in einen Hungerstoffwechsel zu versetzen und den 

Zellzyklus zu synchronisieren. Anschließend wurden die Zellen jeweils im dreifachen Ansatz 

mit 0,1% BSA-haltigem DMEM, 5ng/ml TGF--I in 0,1% BSA in DMEM, 4nM HCl in 0,1% BSA 

in DMEM oder 10ng/ml TNF- in 0,1% BSA in DMEM für 48 Stunden stimuliert. Die Salzsäure 

diente hierbei als Kontrolle für das TGF-, da dieses in 4mM HCl gelöst ist. Nach Ende der 

Stimulationszeit wurde der Überstand abgenommen und bei -80°C eingefroren. Die mSMCs 

wurden in Quiazol gelöst und ebenfalls bei -80°C eingefroren.  

Zur Auswertung der Stimulationsversuche wurde, wie in Abschnitt 3.2.6 beschrieben, RNA 

isoliert und cDNA hergestellt. Abschließend wurden qPCRs mit der synthetisierten cDNA auf 

folgende Targets durchgeführt: Gapdh, Caspase 3, Tgf β- Rezeptor I, Mmp2, Mmp9, Col1a1, 

Col3a1, Ccn2, Eln, Fn1, Lox, Tnfrsf11b, Acta2 und Tagln. 
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3.2.10. Statistische Auswertung 

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 10 für Mac 

(Dotmatics, Boston, Massachusetts, USA) durchgeführt. Für alle Versuche wurde ein 

statistisches Signifikanzniveau von p < 0,05 angesetzt. 

Für die Resorcin-Fuchsin-Färbung, die in-situ-Zymografie und die 

Immunfluoreszenzfärbungen wurde die normalverteilten Daten mittels one-way-ANOVA und 

nicht-normalverteilte Daten mittels Kruskal-Wallis-Test verglichen. Zusätzlich wurde ein 

Vergleich der einzelnen Genotypen untereinander durchgeführt. Die Testung der 

Normalverteilung wurde nach Kolmogorov Smirnov durchgeführt. 

Die qPCRs wurden zunächst mit der 2-Ct Methode analysiert, wobei der WT als Referenz 

verwendet wurde. Die 2-Ct Methode stellt ein gängiges Analyseverfahren von qPCR-

Ergebnissen dar und zeigt bereits relative Expressionsänderung auf.89 Durch die Verwendung 

vom WT als Referenz können hier bereits Unterschiede der Genotypen zum WT und der 

Genotypen untereinander dargestellt werden. Im nächsten Schritt wurden zusätzlich zur 2-Ct-

Methode die 2-Ct-Werte mittels 2-way-ANOVA weiterführend ausgewertet. Hierbei wurden 

alle Genotypen auf einmal miteinander verglichen.  
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4. Ergebnisse 

4.1. Inflammatorische Vorgänge in der Aortenwand 

Zunächst wurde untersucht, inwieweit sich der in der Einleitung beschriebene Phänotyp der 

verschiedenen Genotypen durch ein inflammatorisches Geschehen in der Aortenwand 

erklären lassen könnte. Es ist bekannt, dass MFS eine inflammatorische Komponente besitzt, 

die zur Pathologie beiträgt. Des Weiteren ist beschrieben, dass Nekroptose Inflammation 

induzieren kann.74 Andererseits können aber auch inflammatorische Stimuli Nekroptose 

induzieren.72 

CD45+ ist ein allgemeiner Oberflächenmarker auf Leukozyten.90 Daher wurde mittels einer 

Immunfluoreszenzfärbung untersucht, ob dysfunktionales MLKL die Infiltration von CD45+-

Leukozyten in die Aortenwand beeinflusst und den aggravierten Phänotyp der pMLKL und 

pDKO erklärt (siehe Abbildung 8). Es zeigten sich numerische Unterschiede zwischen den 

Genotypen, die auf eine eventuell erhöhte Leukozyteninfiltration der Media der Aorta in den 

pMLKL, MFS und pDKO Tieren hinweisen könnten, statistisch signifikante Unterschiede 

konnten allerdings nicht festgestellt werden.  

 

Abbildung 8: Leukozyteninfiltration in der Media der Aortenwand anhand von CD45 positiven Leukozyten pro 
Querschnitt (n = 6, 9, 8, 9) 

Zellen, die CD68 als Oberflächenmarker exprimieren, sind zum Großteil Makrophagen.91 Um 

die Infiltration von Immunzellen in die Aortenwand weiter als mit der bereits beschriebenen 

CD45+-Immunfluoreszensfärbung zu untersuchen und mögliche Unterschiede in 

Leukozytensubpopulationen herauszufinden wurde eine Immunfluoreszenzfärbung auf 

CD68+-Zellen durchgeführt (siehe Abbildung 9). Hierbei konnte festgestellt werden, dass es 

bei pDKO (1,125 Leukozyten pro Aortenquerschnitt) gegenüber WT (0 Leukozyten pro 

Aortenquerschnitt) (p=0,0032) und gegenüber pMLKL (0 Leukozyten pro Aortenquerschnitt) 

(p=0,0065) eine signifikant höhere Infiltration an Makrophagen gab. Für MFS konnte lediglich 

eine numerische Steigerung der Makrophagenanzahl in der Media festgestellt werden, 

statistisch signifikant war die Steigerung der Makorphagenanzahl nicht. Zwischen MFS und 
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pDKO konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Im Unterschied zu der 

oben dargestellten Leukozyteninfiltration zeigte sich keine gesteigerte Infiltration von 

Makrophagen bei den pMLKL-Tieren gegenüber WT. 

 

Abbildung 9: Infiltration von CD68 positiven Zellen in die Aortenwand pro Querschnitt (n = 8, 6, 7, 8; ** p<0,01)  

Bei Betrachtung der Immunfluoreszenzfärbungen auf oben beschriebene Leukozytenantigene 

konnten Hinweise darauf gefunden werden konnte, dass ein inflammatorisches Geschehen in 

der Aortenwand insbesondere der MFS- und pDKO-Tiere stattfindet. Um den beobachteten 

Phänotypen weiter zu erforschen wurde eine Immunfluoreszenzfärbung auf Nox-2 

durchgeführt, um dies als möglichen pathomechanistischen Zusammenhang zu untersuchen. 

Nox, welches vor allem in Neutrophilen und Makrophagen vorkommet, reduziert Sauerstoff zu 

einem Superoxid Anion, was dann zu Wasserstoffperoxid reagiert. TGF- ist für die Aktivierung 

von Nox, durch die von Nox produzierten ROS, bedeutsam und trägt somit zu einem 

entzündlichen Milieu bei.58  

Die Immunfluoreszenzfärbung auf Nox-2 (siehe Abbildung 10) zeigte keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen. Durch Nox 

hervorgerufene ROS scheint also keinen entscheidenden Einfluss auf die Pathologie der TAA-

Entstehung in diesem Modell zu haben. 
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Abbildung 10: prozentuales Nox-2 Vorkommen in der Media der Aortenwand pro Querschnitt (n = 8, 9, 9, 9)  

Zusammenfassend konnten alleinig in der CD68+-Immunzellfärbung signifikante Unterschiede 

zwischen WT und pMLKL gegenüber pDKO festgestellt werden. Darüber hinaus zeigten sich 

weder in den Immunfluoreszfärbungen auf CD45+- oder CD68+-Immunzellen, noch in der 

Färbung auf NOX-2 relevante statistisch signifikante Unterschiede zwischen den weiteren 

Genotypen. Numerische Unterschiede deuten darauf hin, dass es möglicherweise 

unterschwellige Unterschiede in den entzündlichen Vorgängen der Genotypen gibt, als 

hauptsächliche Erklärung für die phänotypischen Unterschiede lässt sich, basierend auf den 

hier gezeigten Ergebnissen, Inflammation erstmal hintenanstellen.  

4.2. Degradierung der extrazellulären Matrix 

4.2.1. Fragmentierung von elastischen Fasern 

Die Degradierung und Fragmentierung von elastischen Fasern spielt eine entscheidende Rolle 

bei der Entstehung von TAAs.92 Daher wurde mittels einer Resorcin-Fuchsin-Färbung (siehe 

Abbildung 11), welche elastische Fasern darstellt, untersucht, ob sich durch die MLKL-

Mutation der Grad der Fragmentierung der elastischen Fasern verändert. Ausgewertet wurde 

die Anzahl der Strangbrüche pro 100m Media, um herauszufinden, ob eine geringere oder 

höhere Degradierung der elastischen Fasern unter den verschiedenen Genotypen festgestellt 

werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl MFS (1,580 Strangbrüche pro 100m) 

(p=0,0021), als auch pDKO (1,796 Strangbrüche pro 100m) (p<0,0001) signifikant mehr 

Strangbrüche auf 100 m Media aufwiesen als WT (0,894 Strangbrüche pro 100m). Auch 

wurde eine signifikant höhere Zahl an Strangbrüchen bei den pDKO im Vergleich zu pMLKL 

(1,234 Strangbrüche pro 100m) festgestellt (p=0,0207). Ebenso dargestellt wurde eine 

numerisch gesteigerte Fragmentierung der elastischen Fasern in den pMLKL Tieren 

gegenüber den WT Tieren. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass sowohl die MLKL-Mutation, 

aber auch das MFS, eine bedeutende Rolle bei der Degradierung der elastischen Fasern und 

somit der Pathogenese von TAAs spielen. 
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Abbildung 11: Quantifizierung der Fragmentierung der elastischen Fasern in der Media der Aortenwand (n = 9, 7, 

7, 7; * p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001)  

4.2.2. Aktivität von Matrixmetalloproteinasen 

MMP-Aktivität spielt eine wichtige Rolle beim Remodeling der EZM, insbesondere durch die 

Degradierung von Elastin, in der Aortenwand und der Aortendilatation beim MFS. Es konnte 

gezeigt werden, dass eine verringerte MMP-Aktivität die Formation und Ruptur von TAAs 

mildert.93  Die in-situ-Zymografie (siehe Abbildung 13) dient der Darstellung von Aktivität und 

Lokalisation der MMP-Aktivität. Hierbei zersetzen MMP-2 und -9 die auf die Aortenringe 

aufgetragene DQ-Gelatine. Beim Zersetzen der DQ-Gelantine entsteht eine grüne 

Fluoreszenz. Je größer die autofluoreszierende Fläche, desto mehr MMP-Aktivität besteht. 

Dementsprechend wurde untersucht, ob MLKL ebenfalls einen Einfluss auf die MMP-Aktivität 

Abbildung 12: Resorcin-Fuchsin-Färbung von histologischen Schnitten der Ao. asc. 
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besitzt und somit die aggravierte aortale Pathologie der pMLKL- und pDKO-Tiere erklärt 

werden kann. Bei der Untersuchung von Kyroschnitten konnte gezeigt werden, dass pMLKL 

(0,4845 prozentuale positive Fläche pro Aortenquerschnitt) (p=0,0433) und pDKO (0,5853 

prozentuale positive Fläche pro Aortenquerschnitt) (p=0,0015) eine signifikant größere Fläche 

an Autofluoreszenz haben als WT (0,3052 prozentuale positive Fläche pro Aortenquerschnitt). 

Auch konnte dargestellt werden, dass pDKO ebenfalls signifikant mehr MMP-Aktivität als MFS 

(0,3359 prozentuale positive Fläche pro Aortenquerschnitt) (p=0,0046) hat. Dies zeigt, dass 

die MLKL-Mutation einen großen Einfluss auf die Aktivität der MMPs und somit auch auf das 

Remodeling der EZM in der Aortenwand hat.  

 

 

Abbildung 13: a) Quantifizierung MMP-2/9-Aktivität als prozentuale positive Fläche der Media der Aorta (n = 6, 8, 
6, 7; * p<0,05, ** p<0,01); b) in-situ-Zymografie der Ao. Asc.; Signalaktivität: Grün   

4.3. TGF--Signaling 

Das TGF--Signaling spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese des MFS und hat 

nachweislich einen Einfluss auf die EZM.52 Fbn-1 reiche Mikrofibrillen spielen durch die 

Freisetzung von TGF- eine wichtige Rolle bei der Regulation des TGF--Signalings. Durch 

die Fbn-1-Mutation kommt es zu einer vermehrten Verfügbarkeit von TGF-, welches einen 

Einfluss auf die EZM-Struktur sowie verschiede andere Signalwege, wie Erk und AngII. Die 

EZM wird zum einen durch eine Beeinträchtigung der Biosynthese von EZM-Bestandteilen 

verändert, zum anderen wird durch TGF- die MMP-Aktivität und somit die Fragmentierung 

von elastischen Fasern gesteigert.94 

4.3.1. TGF--Rezeptor I Expression 

Zuerst wurde zur Untersuchung einer möglichen Veränderung im TGF- Signalweg eine 

Immunfluoreszenzfärbung auf den TGF--Rezeptor I (siehe Abbildung 14) durchgeführt. Es 

konnte dargestellt werden, dass pMLKL und pDKO eine numerisch höhere Expression des 

a) b) 



43 
 

TGF--Rezeptor I haben als WT und MFS. Eine statistische Signifikanz konnte nicht 

festgestellt werden. 

 

Abbildung 14: Quantifizierung TGF- Rezeptor I Vorkommen in der Media der Aortenwand pro Querschnitt (n = 8, 
6, 8, 8) 

Im folgenden wurde eine qPCR der Ao. Desc. (siehe Abbildung 15) durchgeführt. Die dabei 

untersuchten Gene sind mit der Fragmentierung von elastischen Fasern und dem TGF--

Signaling assoziiert und liegen beim MFS häufig alteriert vor.  

Hierbei zeigte sich eine numerische Erhöhung des TGF--Rezeptors bei pMLKL, MFS und 

pDKO gegenüber dem WT. Auch konnten numerische Steigerungen der Expression von 

MMP9 und LOX insbesondere in den pMLKL Tieren festgestellt werden (siehe Abbildung 15). 

Statistisch signifikante Ergebnisse konnten nicht festgestellt werden. Dies könnte 

möglicherweise darauf zurückgeführt werden, dass nicht die Ao. Desc., sondern die Ao. Asc. 

der Hauptort der Pathologie ist. Auch sind nicht alle Wandschichten gleichermaßen an der 

TAA-Entwicklung beteiligt, die Tunica Media gilt hier als vordergründiger Ort der Pathogenese.  
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Abbildung 15: qPCR Ao. desc. TGF--Primer (n = 8, 8, 8, 8) 

Im nächsten Schritt wurde eine Zellkultur etabliert, um mSMCs auf Veränderungen in der 

Genexpression von mit MFS assozierierten Genen zu untersuchen. Die mSMCs spielen in der 

Pathophysiologie des MFS eine wichtige Rolle, da sie bei verschiedenen Aspekten dieser, wie 

beipielsweise der EZM-Homöostase3 und dem TGF--Signaling16, relevant sind. Die Zellen 

wurden entweder mit TGF- oder TNF- stimuliert. Als Kontrolle zur Etablierung einer Baseline 

wurden Zellen verwendet, die lediglich im Medium inkubiert wurden und nicht stimuliert 

wurden. 

In der Zellkultur zeigte sich bei Zellen, die zur Kontrolle nur im Medium inkubiert wurden (siehe 

Abbildung 16), bei allen Genotypen gegenüber WT eine deutlich erhöhte Expression des TGF-

-Rezeptor I, eine statistische Signifikanz erreichte diese Expressionssteigerung gegenüber 

WT bei MFS (p<0,0001), pMLKL (p=0,0157) und DKO KO (p=0,0023). Darüber hinaus zeigten 

sich signifikante Unterschiede zwischen allen Mlkl-mutierten Genotypen gegenüber MFS. 

Konkret lagen diese Unterschiede bei p<0,0001 für MFS gegenüber pDKO und p=0,0018 

gegenüber DKO KO, sowie p=0,0013 gegenüber pMLKL und p<0,0001 gegenüber MLKL KO. 

Des Weiteren zeigten numerisch gesteigerte Expression von Mmp9 und Lox bei pMLKL, MLKL 

KO, MFS, pDKO und DKO KO gegenüber WT. Hierbei wurde keine statistische Signifikanz 

erreicht.  
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Abbildung 16: qPCR Zellkultur Kontrolle (inkubiert in Medium) TGF--Primer. a) Genotypen mit MLKL-Mutation. b) 
Genotypen mit MLKL-Knockout. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001) 

Um unter anderem das dysregulierte TGF--Signaling des MFS zu simulieren95, wurden die 

mSMCs in der Zellkultur nach einer 24 stündigen Hungerphase für 48 Stunden lang mit TGF-

 stimuliert.  

Hier (siehe Abbildung 17) zeigten sich ebenfalls in der 2-Ct-Methode eine numerisch deutlich 

gesteigerte Expression des TGF--Rezeptors in allen Genotypen gegenüber WT, wobei eine 

statistische Signifikanz bei MFS (p<0,0001) und DKO KO (p=0,0277) gegenüber WT bestand. 

Auch zeigte sich bei MFS im Vergleich zu pMLKL (p=0,0272), MLKL KO (p<0,001), pDKO 

(p<0,0001) und DKO KO (p=0,0240) eine statistische Signifikanz. Darüber hinaus konnten 

numerische Expressionssteigerungen vom Mmp2 und Lox in allen Genotypen gegenüber WT 

gezeigt werden (siehe Abbildung 16). 
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Abbildung 17: qPCR TGF--Stimulation. TGF--Primer. a) Genotypen mit MLKL-Mutation. b) Genotypen mit MLKL-
Knockout. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001) 

Außerdem wurden die SMCs mit TNF- stimuliert, um ein inflammatorisches Milieu zu 

schaffen.96 Dabei zeigte sich ebenfalls in der qPCR (siehe Abbildung 18) eine numerisch 

deutlich gesteigerte Expression des TGF--Rezeptors von allen Genotypen gegenüber WT. 

Statistisch signifikant waren hierbei pMLKL mit p=0,0016, MFS mit p<0,0001, MLKL KO mit 

p=0,026 und DKO KO mit p=0,0002. Auch hier zeigte sich eine nicht signifikante Steigerung 

der Expression der mit dem TGF--Signaling assoziierten Gene Mmp2, Mmp9 und Lox.  
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Abbildung 18: qPCR TNF--Stimulation. TGF--Primer. a) Genotypen mit MLKL-Mutation. b) Genotypen mit MLKL-
Knockout. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001) 

Zusammenfassend zeigen oben beschriebene Ergebnisse eine deutlich gesteigerte 

Expression des TGF--Rezeptors in allen Genotypen gegenüber WT und unter allen 

untersuchten Konditionen. Die Ergebnisse weisen so auf ein alteriertes TGF--Signaling nicht 

nur in den Mäusen mit MFS-Mutation, sondern auch in denen nur mit einer reinen oder zum 

MFS additiven MLKL-Mutation. Dementsprechend kann vermutet werden, dass MLKL eine 

Rolle beim TGF--Signaling spielt und es gilt dies weiter zu untersuchen. 

 

4.3.2. TGF--Signalweg 

Die MAP Kinasen (Mitogen-activated protein kinasen) Erk1/ Erk2 werden durch TGF- 

phosphoryliert und somit aktiviert.97 Aktiviertes pERK übt eine Reihe weiterer Funktionen aus, 

unter anderem die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, wodurch es an der 

Regulation von Zellwachstum, Apoptose und Zelldifferenzierung beteiligt ist.98  Daher wurde, 

um die Veränderungen der TGF--Rezeptor Expression weiter zu erforschen, eine 

Immunfluoreszenzfärbung auf pErk1/2 durchgeführt (siehe Abbildung 19). Hier zeigte sich eine 

numerische Erhöhung des pErk sowohl in den pMLKL, als auch den pDKO Tieren gegenüber 

dem WT. Weitere Untersuchungen auf ultrastruktureller Ebene, wie beispielsweise 

genetischer Expression könnten hier weitere Erkenntnisse liefern.  
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Abbildung 19: Immunfluoreszenzfärbung auf pErk-Vorkommen in der Media der Aorta pro Querschnitt (n = 8, 10, 

9, 10)  

Zusammenfassend kann man sagen, dass in den durchgeführten qPCRs der Ao. Desc. (s. 

Abbildung 15) neben dem TGF--Rezeptor auch weitere Gene, die mit TGF--Signaling 

assoziiert sind untersucht wurden, wie  Mmp2 und Mmp9.99 Hierbei konnten leichte 

numerische Veränderungen sowohl bei Mmp2, als auch bei Mmp9 festgestellt werden, da 

keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte kann dies nur als weiteres Indiz auf ein 

alteriertes TGF--Signaling gewertet werden. 

In der Zellkultur (s. Abbildungen 16 bis 18) zeigten sich unter allen drei Konditionen (Medium, 

TGF--Stimulation, TNF--Stimulation) ebenfalls numerische Veränderungen bei Mmp2 und 

Mmp9, wobei auch hier keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte.  

Alle diese Ergebnisse deuten auf ein alteriertes TGF--Signaling hin, auch wenn diese 

Ergebnisse Großteiles nicht statistisch signifikant sind, macht die Kumulation ähnlicher 

Ergebnisse dies wahrscheinlich.  

4.3.3. Phänotyp der aortalen glatten Muskelzellen und Beeinflussung von EZM-

Bestandteilen 

Als nächstes wurden Gene betrachtet, die den Phänotypen der SMCs charakterisieren, wie 

Kollagen-1 (Col1a1) und -3 (Col3a1), Connective Tissue Growth Factor (Ccn2), Eln und Fn1. 

Auch Tnfrsf11b, als Marker für den Phänotyp-Switch wurde untersucht.53  

Bereits die qPCR der Ao. Desc. (s. Abbildung 20), als Untersuchung des gesamten aortalen 

Gewebes ohne vorherige Isolation und Kultivierung von SMCs, deutete auf Veränderungen 

des SMC-Phänotyps hin. Numerische Veränderungen zeigten sich in der gesteigerten 

Expression von Fn1 bei allen Genotypen gegenüber WT. Bei Ccn2 waren sowohl bei pMLKL 

(p<0,0001) als auch bei pDKO (p=0,0061) signifikante Erhöhungen der Expression gegenüber 

WT herausgefunden worden. Und auch bei Eln zeigte sich eine signifikante 

Expressionssteigerung der pMLKL Tiere gegenüber WT (p=0,0187).  
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Abbildung 20: qPCR Ao. desc.. EZM-Primer. (n = 8, 8, 8, 8, * p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001) 

In der qPCR der Zellkultur der SMCs zeigte sich im der Kontrolle, die lediglich in Medium 

inkubiert wurde, insbesondere bei den pDKO (p=0,001) und DKO KO (p=0,0009) gegenüber 

WT, aber auch pMLKL und MLKL KO eine deutlich vermehrte Expression von Col3a1 (siehe 

Abbildung 21). Auch bei pMLKL, MLKL KO und MFS war Col3a1 gesteigert exprimiert, wobei 

hier keine statistische Signifikanz festgestellt werden konnte. Das bereits bei basalen 

Bedingungen ein veränderter SMC-Phänotyp vorliegt wird unterstützt durch zahlreiche weitere 

numerisch gesteigerte Expression von Genen, die für einen synthetischen SMC-Phänotyp 

sprechen wie Eln, Lox und Pai1. Dazu kommt die verstärkte Expression des Phänotypswitch-

Markers Tnfrsf11b, was für eine Entwicklung des Phänotyps von kontraktil zu synthetisch 

spricht. 
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Abbildung 21: qPCR Zellkultur Kontrolle (inkubiert in Medium). EZM-Primer. a) Genotypen mit MLKL-Mutation. b) 

Genotypen mit MLKL-Knockout. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001) 

Die Stimulation der SMCs mit TGF- zeigte ebenfalls stark erhöhte Expression bei pDKO 

gegenüber WT (p=0,0014) und MFS (p=0,0019) von Col3a1 (siehe Abbildung 22), was 

dafürspricht, dass die Mlkl-Mutation eine Rolle bei der Phänotyp-Veränderung der SMCs 

spielt. Weiterhin spricht für einen alterierten SMC-Phänotyp, dass es hier ebenfalls deutliche 

numerisch gesteigerte Expression in den 2-Ct-Werten von Eln, Fn1 und Pai1 bei allen 

Genotypen gegenüber WT beobachtet wurden. Tnfrsf11b als Marker für den Phänotyp-Switch 

war ebenfalls stark erhöht, wenn auch nicht signifikant.  
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Abbildung 22: qPCR TGF--Stimulation. EZM-Primer. a) Genotypen mit MLKL-Mutation. b) Genotypen mit MLKL-
Knockout. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001) 

Das entzündliche Milieu der TNF--Stimulation führte zu ähnlichen Genexpressionen, wie die 

Stimulation mit TGF-. Signifikante Expressionssteigerung fand sich bei Col3a1 von pDKO 

gegenüber WT (p<0,0001) und MFS (p<0,0001). Hinzu kamen numerische erhöhte 

Expressionen von Eln, Fn1 und Pai1, wobei hier auffällig ist, dass die SMCs mit Mlkl-Mutation 

hierbei deutlich stärkere Expressionsveränderungen zeigen als die mit MFS. Das ein 

entzündliches Milieu ebenfalls Einfluss auf den Phänotyp-Switch hat zeigt sich dadurch, dass 

bei Tnfrsf11b DKO gegenüber WT (p=0,001) signifikant erhöht war und alle anderen 

Genotypen ebenfalls numerisch deutlich gesteigert waren (siehe Abbildung 23).  
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Abbildung 23: qPCR TNF--Stimulation. EZM-Primer. a) Genotypen mit MLKL-Mutation. b) Genotypen mit MLKL-
Knockout. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001) 

Da die Gene, die charakteristisch für einen synthetischen SMC-Phänotyp sind auch einen 

Einfluss auf die EZM haben, unterstützen diese Ergebnisse die in Abschnitt 4.3 dargestellten 

und unterstreicht die wichtige Rolle der EZM bei der TAA-Pathogenese. 

  



53 
 

5. Diskussion  

5.1. Einfluss von MLKL-Defizienz auf vaskuläre Inflammation bei MFS-

assoziierten TAA 

Vor dem Hintergrund, dass sowohl MFS als auch Nekroptose eng mit Inflammation assoziiert 

sind, wurde zunächst untersucht, ob ein inflammatorisches Geschehen bei der Entstehung 

des TAA-Phänotyps eine Rolle spielt.  

Inflammation kann zur Progression der aortalen Pathologie bei MFS beitragen und 

möglicherweise einen Beitrag zur Erklärung der klinischen Variabilität des Phänotyps des MFS 

leisten.100 Zum einen kommt es beim MFS zu einer vermehrten Immunzellinfiltration in die 

Media der Aorta sowie zu einer vermehrten Expression von inflammatorischen Genen.100 Zum 

anderen tragen die eingewanderten Makrophagen über Nox zur Produktion von ROS bei und 

führen so zu der Entstehung eines inflammatorischen Milieus.58 MMPs werden von 

inflammatorischen Zellen produziert und führen durch ihre elastolytische Aktivität zu einer 

Degradierung von Elastin.101 Daher liegt die Vermutung nahe, dass eine Veränderung der 

inflammatorischen Abläufe in der Media der Aorta zu einer Veränderung der MFS-Pathologie 

führt. 

Als Endpunkt verschiedener inflammatorischer Signalkaskaden führt MLKL nicht nur zu 

Nekroptose assoziierten Membranschäden sondern auch zu einer Aktivierung des 

Inflammasoms.72 Daher wird angenommen, dass es bei nekroptosedefizienten Mäusen zu 

einer Reduktion der entzündlichen Vorgänge kommt. Dies lässt sich vermutlich dadurch 

erklären, dass durch Ausbleiben von Nekroptose weniger DAMPs von untergehenden Zellen 

freigesetzt werden und es somit zu geringerer Inflammation kommt.74 Im Gegensatz zu dieser 

Vermutung konnte ebenfalls festgestellt werden, dass nekroptosedefiziente Mäuse eine 

verstärkte inflammatorische Aktivität aufweisen, da die Möglichkeit des nekroptotischen 

Zelltods fehlt.86 Diese konträren Ergebnisse aus verschiedenen Studien könnten darauf 

hinweisen, dass unterschiedlichen Zelltypen in verschiedenen Geweben einen differierenden 

Effekt von MLKL beziehungsweise Nekroptosedefizienz hervorrufen können. Unter der 

Vorraussetzung das inflammatorische Prozesse bei TAA eine Rolle spielen, könnte dies auch 

in dieser Arbeit eine Rolle spielen. Daher ist es besonders interessant zu untersuchen, wie die 

Pathologie von TAAs durch die MLKL-Defizienz beeinflusst wird. 

5.1.1. Infiltration von Immunzellen in die Aortenwand 

In der CD68-Immunfluoreszenzfärbung zeigten sich eine numerisch gesteigerte Anzahl an 

Makrophagen in der Media der Aortenwand der MFS Tiere. Dies wurde im Einklang mit der 

entzündlichen Komponente des MFS erwartet.84  In den pDKO Tieren zeigte sich im Vergleich 

zu WT und pMLKL eine signifikant erhöhte Anzahl an Makrophagen in der Media.  
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Die Infiltration von CD68+-Immunzellen in die Media der Aorta kann möglicherweise durch die 

dortige Degradation von Elastin und Freisetzung von elastin binding protein herbei geführt 

werden, da dies chemotaktisch für Makrophagen wirkt.102  

Eine gesteigerte Infiltration von Immunzellen in der Media in den pMLKL Tieren, sowie der 

MFS und pDKO Tiere zeigte sich trendweise ebenfalls in der Immunfluoreszenzfärbung auf 

CD45+-Zellen. Wobei hier allerdings keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt 

werden konnten. Eine mögliche Ursache hierfür ist, dass CD45+-Leukozyten im Vergleich zu 

CD68+-Immunzellen vorrangig durch inflammatorische Zytokine zur Einwanderung in die 

Aortenwand angeregt werden.103 Durchh die fehldende Möglichkeit der Nekroptose ist die 

Freisetzung von chemotaktischen Zytokinen verändert und somit fehlt für die Einwanderung 

CD45+-Leukozyten ein inflammatorischer Stimulus.  

Ursächlich für dieses verstärkte Vorkommen von inflammatorischen Zellen den Tieren ohne 

funktionales MLKL und somit ohne funktionierende Nekroptose müssen andere Trigger, als 

die Ausschüttung von DAMPs durch nekroptotische Zellen in Betracht gezogen werden, da 

durch die fehlende Nekroptose weniger DAMPs freigesetzt werden. Ein Erklärungsansatz 

hierfür könnte sein, dass von Nekroptose unabhängige Signalwege inflammatorische 

Vorgänge ablaufen, wie beispielsweise Ripk3 vermittelte Interleukin-1-Aktivierung oder TNF-

-Produktion.104 In diesem Mausmodell würde dementsprechend dieser inflammatorische, 

Nekroptose-unabhängige Signalweg von Ripk3 durch das Fehlen von funktionalem MLKL 

vermehrt eingeschlagen werden und somit die gesteigerte Immunzellinfiltration bei MLKL-

Defizienz möglicherweise erklären.  

Hier muss einschränkend berücksichtigt werden, dass es sich bei den durchgeführten 

Experimenten allein um Immunfluoreszenzfärbungen von histologischen Schnitten der Aorta 

handelt und nur teilweise statistisch signifikante Unterschiede festgestellt werden konnten. 

Möglicherweise spielen hier auch eine zu kleine Anzahl der untersuchten Tiere eine Rolle. 

Weiterführende Untersuchungen, wie zum Beispiel eine FACS-Analyse oder Zytokin-Assays 

der Ao. Asc., sollten durchgeführt werden, um die beschriebenen Erkenntnisse zu validieren 

und pathophysiologisch zu analysieren. In dieser Arbeit konnten keine Unterschiede in der 

Immunzellinfiltration festgestellt werden, die eine wesentliche Kontribution für den 

beobachteten Phänotypen darstellen.  

5.2. Einfluss von MLKL-Defizienz auf die strukturelle Integrität von MFS-

assoziierten TAA 

Einen wichtigen Beitrag zur strukturellen Integrität der Wand von Blutgefäßen stellt die EZM 

dar.105 Die EZM besteht aus Kollagenen, elastischen Fasern, Proteoglykanen und strukturellen 

Glykoproteinen.5 Insbesondere die Degradierung und Umstruktuierung der elastischen Fasern 

spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Aneurysmen.106 



55 
 

5.2.1. Integrität der elastischen Fasern und Aktivität von MMPs 

In der Resorcin-Fuchsin-Färbung konnte gezeigt werden, dass nicht nur bei den MFS Tieren, 

sondern auch bei den pDKO Tieren eine signifikant erhöhte Zahl an Strangbrüchen der 

elastischen Fasern im Vergleich zum WT vorliegt. Zusätzlich konnte eine vermehrte 

Fragmentierung der elastischen Fasern bei den pMLKL Tieren festgestellt werden. Daraus 

lässt sich folgern, dass sowohl die MLKL-Defizienz als auch das MFS, Einfluss auf die 

Integrität der elastischen Fasern in der EZM und somit auch auf die Struktur der Aortenwand 

haben. Die gesteigerte Fragmentierung von elastischen Fasern ist ein bekannter Bestandteil 

der aortalen Pathologie des MFS.92 Hierzu trägt zum einen die Fbn1 Mutation an sich bei, als 

auch daraus resultierende Veränderungen des SMC Phänotyps, von einem kontraktilen zu 

einem synthetischen Phänotypen, des TGF--Signaling und der MMP-Aktivität.94 MMPs führen 

zu einer Zersetzung der elastischen Fasern.107 Der synthetische SMC Phänotyp führt unter 

anderem zu einer gesteigerten Produktion der MMPs.94 Dies legt nahe, dass sich die Fbn1 

Mutation, der SMC Phänotyp, das TGF--Signaling und die MMP-Aktivität wechselseitig 

beeinflussen.Veränderungen der SMCs, aufgrund der Fbn1 Mutation, hinzu einem 

synthetischen Phänotypen können durch verändertes TGF--Signaling die MMP-Aktivität 

erhöhen und somit die Entstehung von TAAs begünstigen.  

Eine gesteigerte MMP-Aktivität war in der durchgeführten in-situ-Zymografie erkennbar. 

Hierbei hatten sowohl die pMLKL, also auch die pDKO Tiere eine signifikant erhöhte MMP-

Aktivität im Vergleich zum WT. Zusätzlich zeigte sich, dass die pDKO Tiere ebenfalls 

gegenüber den MFS-Tieren eine signifikant erhöhte MMP-Aktivität haben. Was die Vermutung 

zulässt, dass nicht nur das MFS, sondern auch die MLKL-Mutation einen Einfluss auf die MMP-

Aktivität hat. Darüber hinaus zeigen auch die qPCRs der Zellkultur eine numerische 

Steigerung der Mmp-Expression in allen Genotypen gegenüber WT, was dafürspricht, dass 

die gesteigerte MMP-Aktivität durch ein gesteigertes MMP-Vorkommen auf der Basis einer 

gesteigerte MMP-Sekretion beruhen könnte.  

Zusammenfassend kann hier dargestellt werden, dass die heruntergesetzte strukturelle 

Integrität der EZM in MLKL-defizienten MFS-assoziierten TAAs möglicherweise durch 

gesteigerte MMP-Aktivität entsteht. Zur Verifizierung dieser Ergebnisse sollten weitere 

Experimente folgen, wobei es sich hier anbieten würde dies durch die Behandlung der Tiere 

mit einem MMP-Inhibitor zu erreichen und dann die oben durchgeführten Untersuchungen zu 

wiederholen. Es liegt nahe, dass die gesteigerte MMP-Aktivität unter anderem auf den 

synthetischen Phänotyp der SMCs zurückzuführen ist. Und das auf diesen veränderten 

Phänotyp über das MFS hinaus auch die MLKL-Mutation einen Einfluss hat. Dies wird im 

Folgenden weiterführend dargestellt. 
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5.3. Einfluss von MLKl-Defizienz auf den Phänotyp vaskulärer glatter 

Muskelzellen 

SMCs führen in der Gefäßwand verschiedene Funktionen aus. Zum einen sind sie für die 

Kontraktilität und somit die Anpassung des Blutdrucks und der Gefäßweite zuständig, zum 

anderen für die Synthese von EZM-Bestandteilen. Um diese vielfältigen Aufgaben 

auszuführen, können SMCs verschiedene Phänotypen annehmen, welche auf einem 

Spektrum von kontraktil bis synthetisch liegen. Für die verschiedenen Phänotypen sind neben 

einer unterschiedlichen Morphologie auch verschiedene genetische Marker etabliert. Für den 

kontraktilen Phänotyp sind dies unter anderem -SMA und smooth muscle-myosin heavy 

chain (SM-MHC).12 Synthetische SMCs sind vor allem für die Homöostase von EZM-

Bestandteilen, wie Elastin und Kollagen, zuständig und können anhand dieser charakterisiert 

werden. 51,108 Im MFS gelten SMCs als der für die Pathologie der TAAs hauptverantwortliche 

Zelltyp.53 SMCs im MFS durchlaufen eine Veränderung ihres Phänotyps hin zu einem 

modifizierten SMC-Subcluster. Ein Marker für einen ablaufenden Phänotypswitch ist 

Tnfrsf11b.53 Definiert wird dieses Subcluster durch eine gesteigerte Expression von Genen die 

in der EZM vorkommen und welchen die im NO-Signaling zu finden sind. Parallel findet sich 

in diesem SMC-Subcluster eine verringerte Expression von Genen, die das kontraktile 

Netzwerk betreffen.109 

5.3.1. Unterschiede zwischen den Genotypen 

In den durchgeführten qPCRs von Aortengewebe konnte festgestellt werden, dass im 

Vergleich zum WT bei den MFS, pMLKL und pDKO Tieren Gene, die als Marker für den 

synthetischen Phänotyp von SMCs gelten, wie beispielsweise Ccn2 und Fn1, numerisch 

gesteigert exprimiert werden. Ccn2 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der EZM.110 

Fn1 ist ein wichtiger Bestandteil der EZM und ist nicht nur für ihre Stabilität von Bedeutung, 

sondern auch bei der Integration von Kollagenen in die EZM und der Assemblierung von 

elastischen Fasern.111 Dies legt nahe, dass eine Veränderung in der Expression dieser Gene 

einen Einfluss auf die Entwicklung von TAAs haben kann. Zusammen mit der angedeuteten 

Hochregulation von Tnfrsf11b, einem Marker für den Phänotypswitch von SMCs, lässt sich 

aus diesen Resultaten vorsichtig schließen, dass in den pMLKL, pDKO und MFS Tieren ein 

eher synthetischer als kontraktiler Phänotyp der SMCs vorliegt. Bei Betrachtung der qPCRs 

des gesamten Aortengewebe muss allerdings beachtet werden, dass nicht nur SMCs, sondern 

auch andere Zelltypen, wie beispielsweise Fibroblasten und Endothelzellen, in dem Gewebe 

vorhanden waren und somit die Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden sollten. Hinzu 

kommt das hier die Ao. Desc. zur Analyse verwendet wurde, welche nicht der Hauptort der 

Pathologie ist. 

Um die Einschränkungen der qPCR des Aortengewebes möglichst zu reduzieren und 

ausschließlich SMCs zu betrachten, wurde die Zellkultur aus SMCs der Aorta etabliert. Hier 
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zeigten sich bei unbehandelten isolierten SMCs ebenfalls numerisch gesteigerte Expression 

von synthetischen Genen, wie Pai1, Eln und Fn1. Auch hier zeigte sich eine Hochregulation 

des SMC-Phänotypswitch-Markers Tnfrsf11b. Neben Fn1 hat auch Pai1 einen wichtigen Anteil 

an der Zusammensetzung der EZM, denn es kann durch MMP-Inhibition die Degradation der 

EZM abschwächen.112 Eln wird von SMCs synthetisiert und bildet die geschichtete Struktur der 

EZM, womit Eln wichtig für die Elastizität der Aorta ist.5 Col3a1 ist bei den pDKO gegenüber 

WT signifikant gesteigert, zusammen gesehen mit dem numerisch gesteigerten Vorkommen 

bei pMLKL und MFS könnte angenommen werden, dass eine kompensatorisch gesteigerte 

Kollagenproduktion die Stabilität der Aorta wahren soll. Allerdings sollte hier berücksichtigt 

werden, dass nur die Expression betrachtet wurde und keine Aussage darüber getroffen 

werden kann, inwieweit die gesteigerte Expression tatsächliche Auswirkungen auf die 

Kollagendeposition in der Media und der daraus resultierenden mechanischen Eigenschaften 

der Aorta hat. 

Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse dafür, dass nicht nur, wie bereits bekannt, das 

MFS einen Einfluss auf den Phänotypen der SMCs und damit auf die von Ihnen produzierten 

EZM-Bestandteile hat, sondern dass auch die MLKL-Mutation eine Rolle bei der Entwicklung 

und Veränderung des SMC-Phänotyps und damit der EZM spielt und somit möglicherweise 

die Entstehung von TAAs bei pMLKL und MLKL KO Mäusen, sowie die Aggravation der TAAs 

bei den pDKO und DKO KO Mäusen erklären könnte.  

5.3.2. Stimulation mit TGF- 

Um das dysregulierte TGF- Signaling des MFS zu simulieren und dessen Auswirkungen auf 

die SMCs zu untersuchen, wurden in der Zellkultur die SMCs mit TGF- stimuliert und danach 

auf Veränderungen der Genexpressionen, die auf eine Veränderung des Phänotyps 

hinweisen, untersucht. Hier konnte bei allen Genotypen gegenüber WT eine deutliche 

Steigerung der Expression von Genen, die für einen synthetischen Phänotyp sprechen, 

festgestellt werden. Mmp2, Col3a1, Eln, Ccn2, Fn1, Pai1 und Lox lagen deutlich erhöht vor, 

welches dafürspricht, dass die ohne Stimulation bereits festgestellten Unterschiede sich bei 

der Stimulation mit TGF- verdeutlichen. Auch zeigen diese Ergebnisse, dass die SMCs der 

verschiedenen Genotypen offenbar unterschiedlich stark auf die Stimulation mit TGF- 

reagieren. Es spielen also womöglich nicht nur die unterschiedlichen genetischen 

Ausgangsbedingungen der SMCs eine Rolle bei der Pathogenese. Sondern darüber hinaus 

kann die Genexpression, von für die Pathologie relevanten Genen, auch durch externe 

Faktoren, wie in diesem Fall durch das gesteigerte Vorhandensein von TGF-, Genotyp-

abhängig verändert werden. Für einen möglichen therapeutischen Ansatz könnte dies 

bedeuten, dass man mehrere Ansatzpunkte für Interventionen hat, mit einerseits der 
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Genexpression und anderseits dem Vorkommen von Wachstumshormonen, welche bei Bedarf 

auch synergistisch kombiniert werden könnten. 

Dass Ccn2, Col3a1, Fn1, Pai1 und Eln einen wichtigen Beitrag zur Homöstase und Integrität 

der EZM beitragen, wurde oben (s. 5.3.1) bereits erläutert. Dass sich dementsprechend durch 

einen veränderten Phänotyp die Expression dieser Gene und dadurch die EZM verändert, liegt 

somit nahe. Durch die Stimulation mit TGF- zeigten sich nun weitere Veränderungen in durch 

SMCs produzierten, für einen veränderten Phänotyp sprechende und für die Integrität der EZM 

relevanten Gene. Zum einen führt die Hochregulation von Mmp2 zu einer gesteigerten 

Degradation der EZM,94 zum anderen führt eine verstärkte Produktion von Kollagen zu einer 

steiferen Aortenwand und somit zu einer erhöhten Anfälligkeit für eine Ruptur.3 LOX ist 

essentiell zur Verlinkung von Kollagen3 und daher ebenfalls wichtig für die Homöostase und 

Integrität der EZM, die einen maßgeblichen Einfluss auf die Entwicklung von TAAs hat. Dass 

diese veränderte Genexpression Resultat eines Phänotypswitch ist, wird durch die Steigerung 

der Expression von Tnfrsf11b unterstrichen.  

Daraus lässt sich schlussfolgern, dass nicht nur der Genotyp an sich, sondern auch die SMCs 

umgebenes TGF- einen Einfluss auf die Entwicklung des Phänotyps der SMCs hat. Da der 

Phänotyp maßgeblich die Synthese wichtiger EZM-Bestandteile beeinflusst, kann 

angenommen werden, dass aufgrund der Wichtigkeit der EZM für die Entwicklung von TAAs, 

der SMC-Phänotyp eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Pathologie spielt. 

Hervorzuheben ist hier auch, dass diese Veränderung nicht nur wie aufgrund der aktuellen 

Forschungslage erwartet bei MFS Tieren vorliegen, sondern dass sie in sehr ähnlicher 

Ausprägung auch bei den MLKL-defizienten Tieren vorliegen. Dies unterstreicht die wichtige 

Rolle die MLKL offenbar zur regulären SMC-Funktion und somit der Integrität der Aortenwand 

beiträgt. 

Das der Phänotyp der SMCs und das TGF--Signaling miteinander verknüpft sind, legen nicht 

nur die oben bereits beschriebenen Ergebnisse und Primer der Zellkulturversuche nahe. In 

weiteren Analysen der Zellkultur mit anderen Primern zeigten eine gesteigerte Expression des 

TGF--RI in allen Genotypen gegenüber WT schon im Medium und deutlich ausgeprägter 

noch unter Stimulation mit TGF-. Auch unter Stimulation mit TNF- konnte eine gesteigerte 

Expression der TGF--RI in allen Genotypen im Vergleich zum WT festgestellt werden. Das 

Ansprechen auf eine Stimulation mit TNF- deutet an, dass ein inflammatorischer Stimulus 

das TGF--Signaling beeinflusst und dadurch den Phänotyp der SMCs und auch die EZM. 

Insgesamt legen die Ergebnisse der Zellkultur zunächst nahe, dass nicht allein das MFS einen 

Einfluss auf die Anwesenheit des TGF--RI und somit das TGF--Signaling hat, sondern dass 

auch die MLKL-Mutation hier eine Rolle spielt. Unterstützt werden diese Ergebnisse durch die 

Ergebnisse der qPCR des Aortengewebes, wo sich ebenfalls eine verstärkte Expression des 

TGF--RI in den pMLKL und pDKO Tieren zeigte. Darüber hinaus ergab auch die IF auf TGF-
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RI ebenfalls eine numerische Steigerung von TGF-RI bei den pMLKL und pDKO Tieren. 

Zusätzlich deuten auch die Ergebnisse der IF auf pERK, wo sich eine numerische Steigerung 

der pERK-Vorkommens in den pMLKL und pDKO Tieren erahnen ließ, in eine ähnliche 

Richtung. Dass das TGF--Signaling der SMCs in der Media der Aortenwand der thorakalen 

Aorta verändert ist, kann nicht nur an der erhöhten Expression des TGF--RI festgemacht 

werden, sondern wird durch das ebenfalls gesteigerte Vorliegen von Fn1 und Col3a1 

unterstützt. Gesteigerte Expression von Fn1 und vermehrtes Kollagen sind Folgen einer 

gesteigerten Aktivierung des TGF- Signalwegs und Zeichen eines Gefäßumbaus.113 Eine 

mögliche Ursache für das verstärkte TGF--Signaling ist das gesteigerte Vorhandensein von 

MMP2.113 Eine gesteigerte MMP-Aktivität konnte in der in-situ-Zymografie nachgewiesen 

werden, ein vermehrtes Vorkommen von MMPs in den qPCRs von Gewebe und in der 

Zellkultur sowohl unter nativen Bedingungen, als auch nach Stimulation mit TGF-. 

In der Zusammenschau kann festgestellt werden, dass eine mögliche Ursache der Entstehung 

der TAAs in pMLKL, MFS und pDKO Tieren die beschriebenen Veränderungen der EZM sind. 

Hierbei spielen wahrscheinlich insbesondere die Degradation des Elastins, mit 

kompensierender erhöhter Produktion von Kollagen, durch das gesteigerte Vorkommen von 

MMPs eine wichtige Rolle. Ebenfalls bedeutsam ist die vermehrte Produktion von Fn1, Pai1, 

Lox und Kollagenen, welche essenziell für die Homöostase der EZM sind. Die vermehrte 

Produktion dieser EZM-Bestandteile resultiert mit großer Wahrscheinlichkeit aus dem 

veränderten Phänotyp der SMC, welcher tendenziell nicht mehr dem kontraktilen Spektrum 

zugeordnet werden kann, sondern eher synthetisch ist. Da sich das TGF--Signaling und die 

EZM wechselseitig beeinflussen, ist zu vermuten, dass das TGF--Signaling und der SMC-

Phänotyp sich ebenso gegenseitig beeinflussen und dadurch einen großen Anteil an der 

Entstehung der TAA-Pathologie haben. Da diese Veränderungen des TGF--Signalings und 

SMC-Phänotyp auch bei Stimulation mit TNF- nachgewiesen werden konnten, ist zu 

bedenken, dass eine gewisse latente Inflammation eine Rolle in der Pathogenese einnehmen 

kann. Auch zeigen diese Erkenntnisse, dass nicht nur das MFS das TGF--Signaling 

beeinflussen, auch die MLKL-Mutation scheint hier einen entscheidenden Einfluss zu haben. 

5.3.3. Stimulation mit TNF- 

Beim MFS kommt vermehrt TNF- in der Aorta vor und es ist ein allgemein gesteigertes 

inflammatorisches Geschehen in der Aorta vorhanden.114 Auch bei der Nekroptose spielt TNF-

 eine wichtige Rolle, da es als wichtigster Stimulus für die Einleitung dieser gesehen wird.69 

Um dieses inflammatorische Milieu, zu simulieren und weitergehend zu untersuchen, wurden 

die SMCs aller untersuchten Genotypen in der Zellkultur mit TNF- stimuliert.  Um diese 

Einflüsse auf den SMC Phänotyp zu untersuchen, wurden die hierfür ausgesuchten Gene 

untersucht. Hierbei zeigte sich, dass der inflammatorische Stimulus ebenfalls zu einen 
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Phänotypswitch der SMCs aus der thorakalen Aorta beitragen kann, denn Tnfrsf11b lag in 

allen Genotypen (pMLKL, MLKL KO, MFS, pDKO und DKO KO) im Vergleich zum WT  

ebenfalls erhöht vor. Konsequenterweise konnte in der qPCR ebenfalls eine gesteigerte 

Expression von Mmp2, Eln, Fn1, Pai1 und Col3a1 insbesondere in den Mlkl-mutierten mit und 

ohne zusätzlichem MFS festgestellt werden. Auch hier ist anzunehmen, dass die Veränderung 

dieser Genexpressionen essenzielle Auswirkungen auf die EZM haben. Des Weiteren spricht 

dieses Expressionsmuster für das Entwickeln eines eher synthetischen Phänotyps der SMCs 

unter Stimulation mit TNF-. Dementsprechend ist eine inflammatorische Komponente, 

welche womöglich durch die MLKL-Defizienz verstärkt wird, in der Pathogenese der TAAs 

nicht zu vernachlässigen und sollte weitergehend untersucht werden. Hierbei sollte auch der 

inflammatorische, nekroptose-unabhängige Signalweg von RIPK3 (s. 5.1.1.) untersucht 

werden, da dieser zu einer vermehrten Produktion von TNF- führt und möglicherweise das 

Ansprechen der SMCs auf TNF- so erklärt werden könnte. Anderseits ist zu berücksichtigen, 

dass TNF- an Fn1 binden kann und die Einwanderung von Leukozyten in die EZM fördern 

kann.115 Das würde wiederum bedeuten, dass die EZM-Veränderung auch zu einer 

Aufrechterhaltung beziehungsweise Verstärkung der Entzündung in der Aortenwand führen 

kann. Den Ergebnissen nach beeinflusst anscheinend nicht nur das MFS, sondern 

insbesondere auch die MLKL-Mutation die zelluläre Antwort auf die Stimulation mit TNF-. 

Möglicherweise spielt hier der durch die MLKL-Mutation veränderte endosomale 

Vesikeltransport sowie die lysosomale Degradierung von Vesikeln eine Rolle.82 

5.4. Zusammenfassung 

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse mögliche Ursachen 

der Aggravation der aortalen MFS-Pathologie durch die MLKL-Defizienz. 

Zunächst konnte gezeigt werden, dass sich weder bei der Immunzellinfiltration noch bei Nox-

induziertem ROS ein entscheidender Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt 

werden konnte. Somit lassen diese Ergebnisse die Vermutung zu, dass sie wahrscheinlich 

eine eher untergeordnete Rolle in der TAA-Pathogenese einnehmen.   

Es konnten dafür wesentliche Unterschiede in der Degradierung der EZM der Aortenwand vor 

allem durch vermehrte Elastin-Strangbrüche und eine gesteigerte Expression von Kollagen 

gezeigt werden. Als mögliche mechanistische Grundlage für die Elastin-Degradation konnte 

eine gesteigerte MMP-Aktivität dargestellt werden. Außerdem wurde gezeigt, dass weitere 

wichtige Bestandteile der EZM, welche zur Homöostase dieser beitragen, in den SMCs, nicht 

nur denen mit MFS, sondern auch in denen mit alleiniger MLKL-Mutation, verstärkt exprimiert 

wurden. Das daraus zustande kommende Remodeling der EZM führt zu einer weniger stabilen 

Aortenwand und begünstigt dadurch wahrscheinlich die TAA-Bildung. 
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Eine mögliche Erklärung hierfür könnte der Phänotypenswitch der SMCs sein. Es zeigten sich 

schon in der qPCR des Aortengewebe, aber insbesondere in der Zellkultur veränderte 

Expressionsmuster der SMCs. Die SMCs wandeln sich von einem kontraktilen Phänotyp, der 

wichtige für die mechanische Funktion der Aorta ist, hin zu einem synthetischen Phänotyp, der 

die Zusammensetzung der EZM der Aortenwand stark beeinflusst und somit auch die 

Anfälligkeit dieser für Dilatation und Dissektion. Auch konnte angedeutet werden, dass ein 

alteriertes TGF--Signaling einerseits einen Beitrag zur Veränderung der EZM-

Zusammensetzung durch vermehrtes Vorhandensein von Fn1 und Kollagen leistet. 

Andererseits hat dieses auch Einfluss auf den SMC-Phänotyp, da die SMCs primär für die 

Produktion der EZM-Bestandteile zuständig sind. Beim Phänotypenwandel der SMCs konnte 

dargestellt werden, dass sowohl der Genotyp als auch die Stimulation mit TGF-, also das 

Milieu einen entscheidenden Einfluss auf den Phänotypen haben können. Hierbei spielt nicht 

nur das MFS eine Rolle, auch die MLKL-Mutation an sich führt zu einer Veränderung des SMC-

Phänotyps. Darüber hinaus konnte bei den Tieren mit MLKL-Mutation und MFS kann 

angedeutet ein additiver Effekt beider genetischer Modifikationen beobachtet werden. 

Somit kann abschließend festgehalten werden, dass nicht nur das MFS die SMCs, welche als 

wichtiger Bestandteil der Pathologie herausgearbeitet wurden, beeinflusst. Auch MLKL spielt 

hier gegebenenfalls eine entscheidende Rolle, welche es weiter zu untersuchen gilt.  

5.5. Ausblick 

Der naheliegende veränderte Phänotyp der SMCs wurde bisher allein auf RNA-Ebene 

untersucht. Auswirkungen dieser genetischen Veränderungen auf die Proteinbiosynthese der 

SMCs könnten weitere Klärung der molekularen Geschehnisse liefern.  

Dass das TGF--Signaling verändert ist, konnte bisher nur in kleinen Anteilen dargestellt 

werden und erfordert tiefgreifendere Analysen des kanonischen und nicht-kanonoischen TGF-

-Signalwegs, um spezifische Ansatzpunkte für eine pharmakologische Intervention 

identifizieren zu können.  

Weiterhin ist zu klären, wie es zu dem gesteigerten Vorhandensein des TGF--RI kommt und 

insbesondere, welche Rolle MLKL hierbei spielt, da sich dies nicht zwangsläufig anhand der 

aktuellen Erkenntnisse zum MFS erklären lässt. Möglicherweise spielt hier die, für TNF- 

bereits beschriebene, MLKL-vermittelte Rezeptorendozytose eine Rolle. 82  

Da AT-II-Rezeptorblocker bereits erfolgreich in der Klinik angewendet werden und 

Wechselwirkungen zwischen dem Angiotensin-Signalweg und TGF--Signalweg beschrieben 

wurden,116 sollte auch dieser Zusammenhang weiterführend erforscht werden.31  

Darüber hinaus sollte die Rolle von Inflammation in der Aortenwand noch mit umfassenderen 

Methoden betrachtet werden, um auch hier mögliche pharmakologische 

Interventionsmöglichkeiten zu entdecken. 
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Ein weiterer Forschungsansatz kann sein, ob durch die inhibierte Nekroptose eine 

Veränderung der Apoptose bei der Entstehung der TAAs von Bedeutung ist. 

Zusammenfassend ist zur definitiven Aufklärung des molekularen Pathomechanismus noch 

weitere Forschung notwendig. Dafür konnte diese Arbeit oben beschriebene mögliche 

Forschungsansätze aufzeigen. 
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