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1. Zusammenfassung 
Das Marfan-Syndrom (MFS) ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, die hauptsäch-

lich das Bindegewebe betrifft. Die prognosebestimmende Manifestation dieser Erkrankung ist 

die Entwicklung thorakaler Aortenaneurysmen (TAA), welche die Gefahr einer Ruptur oder 

Dissektion mit möglichem letalen Ausgang mit sich bringen. Als Ursache des MFS konnten 

Mutation im sogenannten Fibrillin-1 (FBN1) Gen ausgemacht werden, welches für das gleich-

namige Protein kodiert. FBN1 ist ein wichtiger Bestandteil von elastischen Fasern, welche eine 

wichtige Rolle für die Elastizität und Stabilität der Aorta spielen. Durch die mit dem MFS-asso-

ziierten Mutationen im FBN1 Gen kommt es zu Defekten oder einem Mangel des Proteinpro-

dukts, was letztlich zu Strangbrüchen der elastischen Fasern und einer daraus resultierenden 

Instabilität der Aortenwand führt. Pathophysiologisch spielt dabei eine Dysregulation der TGF-

β Signalkaskade, vor allem des sogenannten nicht-kanonischen TGF-β Signalwegs, eine ent-

scheidende Rolle. Durch massive Überaktivität dieses Signalwegs kommt es zu einer vermehr-

ten Bildung von oxidativem Stress und Aktivität von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), was 

zur Apoptose glatter Gefäßmuskelzellen führt. Dies treibt das maladaptive Remodeling der 

Aorta weiter voran. 

Zusätzlich dazu konnte eine vermehrte Expression des Enzyms NOS2 und damit einherge-

hend eine verstärkte NO Synthese als wichtiger pathophysiologischer Treiber der Erkrankung 

identifiziert werden.  

Obwohl in präklinischen Studien zahlreiche vielversprechende Therapieoptionen identifiziert 

werden konnten, schaffte es bislang keine spezifische Therapie zur Verhinderung der Progres-

sion des MFS-assoziierten Aortenaneurysmas, sich in der klinischen Praxis zu etablieren. Die 

Therapie von MFS-Patient*innen ist auf die Gabe von Betablockern und Angiotensin-Rezep-

tor-Antagonisten beschränkt. 

Nitroalkene sind Substanzen, die aus einer Reaktion von reaktiven Stickstoffspezies und un-

gesättigten Fettsäuren entstehen. Der Vertreter mit der größten klinischen Relevanz ist die 

Nitroölsäure (NO2-OA), welche endogen synthetisiert werden kann und pleiotrope Effekte auf-

weist. Es konnte gezeigt werden, dass NO2-OA die Aktivierung der extracellular-signal regula-

ted kinase 1/2 (ERK1/2), den wesentlichen Mediatoren des nicht-kanonischen TGF-β Signal-

wegs und die Expression von NOS2 reduziert. Eine Applikation von NO2-OA konnte in ver-

schiedenen präklinischen Krankheitsmodellen, wie z.B. Vorhofflimmern oder Ischämie-Reper-

fusion, substanzielle therapeutische Effekte erzielen. NO2-OA kann oral verabreicht werden 

und erzielt so wirksame Plasmakonzentrationen. Mehrere Phase I Studien wurden bereits er-

folgreich abgeschlossen und zwei Phase II Studien für die Therapie der pulmonal-arteriellen 

Hypertonie (PAH) und fokal segmentaler Glomerulus Sklerose (FSGS) laufen bereits. 
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In dem Projekt, welches dieser Arbeit zugrunde liegt, konnte gezeigt werden, dass NO2-OA 

auch im MFS ein großes therapeutisches Potential besitzt. Durch Inhibition verschiedene pa-

thophysiologisch relevanter Signalmoleküle wie ERK1/2, Smad2 sowie NF-κB konnte die Sub-

stanz im murinen MFS-Modell das aortale profibrotische Remodeling, die Fragmentierung 

elastischer Fasern und die Apoptose reduzieren. Dies führt letztendlich zu einer signifikanten 

Reduktion des Aneurysma-Wachstums. NO2-OA stellt daher mit seinen vielen verschiedenen 

Zielstrukturen sowie der einfachen Handhabung durch orale Applikation eine vielverspre-

chende Therapieoption für die Behandlung des TAAs im Rahmen des MFS dar. 
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2. Einleitung  

 Marfan Syndrom 

 Historie des Marfan-Syndroms 
Das Marfan-Syndrom ist eine Erkrankung des Bindegewebes, welche nach dem französischen 

Pädiater Antonin-Bernard Marfan benannt ist. Dieser beschrieb das Syndrom erstmals 1896 

im französischen „Société Médicale des Hôpitaux de Paris“. Dort berichtete er über ein fünf-

jähriges Mädchen mit einem schlanken, überdurchschnittlich großen Körper und schmalen, 

langen Extremitäten. Besonderen Fokus legte er dabei auf die „pattes d’araignée“, die soge-

nannten Spinnenfinger1. Die weitere Erforschung dieses Syndroms dauerte allerdings noch 

länger. Das Krankheitsbild des Aortenaneurysmas wurde diesem Syndrom beispielsweise erst 

50 Jahre später zugeordnet2.  

Ob dieses Mädchen tatsächlich am Marfan-Syndrom erkrankt war, blieb allerdings unklar. Der 

Begriff Marfan-Syndrom wurde in dem Zusammenhang des charakteristischen Phänotyps das 

erste Mal von dem niederländischen Arzt Henricus Jacobus Marie Weve 1931 verwendet1. 

 Diagnostik des Marfan-Syndroms 
Das Marfan-Syndrom (MFS) stellt eine genetische Erkrankung mit einer sehr variablen Aus-

bildung von Symptomen dar. Dabei kann es von einer milden Verlaufsform, welche nur wenige 

Organsysteme betrifft, bis zu einer schnell voranschreitenden Form mit neonatalem Multior-

ganversagen kommen3.  

Zur Diagnosestellung des Marfan-Syndroms kommt es, wenn neben einer pathogenetisch be-

kannten Variante des Fibrillin-1 Gens, welches in mutierter Form die genetische Ursache des 

MFS darstellt, ebenfalls eine Dilatation der Aorta ascendens mit einem Z Score von über 2 

vorliegt oder eine Linsenluxation akut oder anamnestisch festgestellt werden konnte3. Der Z-

Score ist dabei eine Möglichkeit, die Dilatation der Aorta in einen Zusammenhang zur Körper-

größe, dem Alter und Geschlecht zu setzen, um eine bessere Interpretation zu ermöglichen4. 

Ist dieser Wert über 2, befindet sich der Durchmesser der Aorta ascendens bereits auf oder 

über der 95. Perzentile3. 

Zusätzlich kann neben pathogenetischer Varianten des Fibrillin-1 Gens auch ein klinischer 

Aspekt beurteilt werden. Dazu wird ein systematischer Score erhoben, in den verschiedene 

phänotypische Veränderungen und Komplikationen des MFS mit eingehen. Dieser Score be-

inhaltet zum Beispiel Auffälligkeiten der Extremitäten, ein aufgetretener Pneumothorax oder 

das Vorliegen eines Mitralprolapses. Dabei kann ein Maximalwert von 19 Punkten erreicht 

werden3. Ab einem Wert von 7 und einem erhöhten Z-Score von 3, bei dem der Diameter der 

Aorta ascendens auf der 99. Perzentile liegt, kann von einem potenziellen Marfan-Syndrom 
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gesprochen werden. Bei Werten unter 7 und einem Z-Score unter 3 wird von einer unspezifi-

schen Bindegewebserkrankung gesprochen. Hier sollten weitere Beobachtungen und Kontrol-

len erfolgen3. 

Abschließend lässt sich sagen, dass das MFS durch eine weite Spanne von muskulären, oku-

lären, skelettalen oder kardiovaskulären Symptomen auffallen kann. Prognosebestimmend ist 

allerdings die Ausbildung eines thorakalen Aortenaneurysmas (TAAs)5 mit der möglichen le-

talen Komplikation einer akuten Aortendissektion oder -ruptur6,7. Die finale Diagnose kann 

zwar anhand eines klinischen Scores abgeschätzt werden, beweisend ist aber der Nachweis 

einer Mutation im FBN1 Gen, welche mit dem MFS vergesellschaftet ist. 

 Genetik des Marfan-Syndroms 
Das Marfan-Syndrom (MFS) ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung des Bindege-

webes mit einer Prävalenz von 1/50008,9.  

1991 identifizierten Dietz und Kollegen eine Mutation im Fibrillin-1-Gen (FBN1), welches für 

das extrazelluläre Matrixprotein Fibrillin-1 (FBN1) kodiert, als Ursache des Syndroms10. Fi-

brilline sind die Hauptbestandteile der sogenannten Mikrofibrillen, welche in der extrazellulären 

Matrix (EZM) ein Gerüst bilden, in das amorphes Elastin eingelagert ist. Die daraus resultie-

renden elastischen Fasern kommen vor allem in der Tunica media der Aorta vor und sorgen 

für ihre Elastizität11. Zusätzlich fungiert diese EZM als Reservoir für Signalmoleküle, wie bei-

spielsweise TGF-β, und verhindert im physiologischem Zustand die unkontrollierte Freisetzung 

solcher Signalmoleküle8. 

Seit der Entdeckung im 19. Jahrhundert wurden mittlerweile über 3000 verschiedene Mutatio-

nen für dieses Krankheitsbild identifiziert, welche die gesamte Länge des Gens betreffen. Da-

bei treten am häufigsten, in circa zwei Drittel der Fälle, Missense-Mutationen auf. An zweiter 

Stelle stehen kleinere Insertionen, Deletionen und Duplikationen mit circa 10-15 %, welche 

häufig zu einem verfrühten Abbruch der Transkription führen. An dritter Stelle, ebenfalls mit 

einer Häufigkeit von 10-15 %, stehen Mutationen, welche zu Spleißdefekten führen12.  

Durch Mutationen im FBN1-Gen mit resultierenden Defekten im Protein FBN1 kommt es zu 

einer reduzierten strukturellen Integrität von elastischen Fasern und daraus resultierenden 

Strangbrüchen13 sowie vermehrter Freisetzung von in der EZM gebundenen Signalmolekülen. 

Wichtig ist dabei eine Unterscheidung der Restfunktionalität des Fibrillins. FBN1 Mutationen 

können als haploinsuffizent oder dominant-negativ klassifiziert werden, je nach Auswirkung 

auf das Fibrillin-1 Protein14. Dominant-negative Mutationen führen zu einer gestörten Funktion 

bzw. Faltung des Proteins, was in einer desorganisierten EZM resultiert. Daraus kann eine 

reduzierte Stabilität der elastischen Fasern resultieren, welche mit einer vermehrten Freiset-

zung von TGF-β aus der EZM einhergeht15. Unter dem Begriff der Haploinsuffizienz ist eine 

Gruppe von Mutationen zusammengefasst. Dabei werden geringere Mengen von unveränder-

tem Fibrillin-1 produziert, woraus eine geringere Bindung von TGF-β in der EZM resultiert. Dies 
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geschieht entweder durch eine Deletion des gesamten Gens, einer Degradierung des fehler-

haften Proteins oder einer Nonsense-Mutation. Das Resultat ist eine verminderte Bildung von 

Fibrillin-1 reicher EZM resultierend in einer verringerten Elastizität15.  

 MMP-katalysierte Elastin-Fragmentierung im Rahmen des Marfan-Syn-
droms 

Die Fragmentierung von elastischen Fasern nimmt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie 

des MFS ein. 

Durch FBN1-Defekte kommt es zu Strukturdefiziten der elastischen Fasern, sodass diese 

leichter von sogenannten Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) abgebaut werden können16. 

MMPs sind eine Gruppe von Enzymen, welche in 24 Isotypen in Säugetieren eingeteilt werden. 

Sie katalysieren die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen und sind bei vielen degene-

rativen und entzündlichen Erkrankungen fehlreguliert17. MMPs stehen unter strengen tran-

skriptionellen und posttranslationalen Regulationen. Ihre Hauptaufgabe besteht in der Degra-

dierung und dem Umbau der extrazellulären Matrix, allerdings auch anderer Peptide, wie zum 

Beispiel Zytokinen18. Alle MMPs sind ähnlich aufgebaut und besitzen eine Pro-Domäne sowie 

eine katalytische Domäne, welche durch ein Zink Ion (Zn2+) im aktiven Zentrum gekennzeich-

net ist18. Durch Abspaltung der Pro-Domäne wird das aktive Zentrum freigelegt und die MMP 

aktiviert. Dies kann proteolytisch durch andere MMPs oder Proteinasen geschehen oder aber 

auch nicht proteolytisch durch oxidative Prozesse, wie durch allosterische Prozesse oder 

ROS18. 

Entscheidender Weise konnten Booms und Kollegen zeigen, dass FBN1-Fragmente ihrerseits 

die Expression von MMPs in-vitro erhöhen19. Auch im MFS-Mausmodell wurde eine erhöhte 

Expression von MMP-2 und -9 einhergehend mit einer Degeneration elastischer Fasern in 

TAAs gefunden20. Insgesamt führt die durch MMPs katalysierte Spaltung elastischer Fasern 

zur vermehrten Freisetzung von FBN1-Fragmenten, welche die MMP-Expression steigern und 

somit die Degradierung der EZM weiter verstärken. 

Eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des MFS stellt eine Dysregulation der transforming 

growth factor beta (TGF-β) Signalkaskade dar. TGF-β ist ein Zytokin, welches bei verschiede-

nen Prozessen, wie zum Beispiel der Proinflammation, der Zelldifferenzierung, der Apoptose 

sowie dem Remodeling der EZM eine wichtige Rolle spielt21. 

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Bildung thorakaler Aortenaneurysmen bei 

MFS auf eine vermehrte Expression von TGF-β zurückgeführt werden kann, und dass sich 

diese durch Inhibition von TGF-β verhindern lässt8. Im physiologischen Zustand bleibt TGF-β 

durch eine Bindung an Mikrofibrillen in der EZM inaktiviert22. Durch den Defekt im FBN1-Gen 

beim MFS und der daraus resultierenden gestörten Mikrofibrillen-Produktion kommt es zu ei-

ner vermehrten Freisetzung von TGF-β aus der EZM, welches wiederum MMPs aktiviert und 

so die Spaltung elastischer Fasern weiter vorantreibt23. 
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Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass erhöhte Spiegel von reaktiven Sauerstoff Radikalen 

(ROS) bei MFS-Patient*innen als latente TGF-β Aktivatoren fungieren 24. Zusätzlich können 

ROS selber direkt MMPs aktivieren25 und somit das Remodeling in der thorakalen Aorta weiter 

vorantreiben.  

Zusammenfassend lässt sich daher sagen, dass die MMP-katalysierte Spaltung von elasti-

schen Fasern eine zentrale, multifaktorielle Rolle in der Pathologie des MFS einnimmt, da 

durch diese die Degradierung der EZM entscheidend vorangetrieben wird.  

 Folgen des dysregulierten TGF-β Signaling beim Marfan-Syndrom 
Die Überaktivierung der TGF-β Signalkaskade ist einer der treibenden Pathomechanismen in 

der Entwicklung und vor allem der Progression des TAAs beim MFS21,26.  

Durch den proteolytischen Abbau von elastischen Fasern wird das in der EZM gebundene 

inaktive (latente) TGF-β freigesetzt und kann anschließend aktiviert werden und seine Wirkung 

als Zytokin entfalten. Dies geschieht über Bindung an den TGF-β-Rezeptor 1 oder 2 (Tgfbr1, 

Tgfbr2)8. Dabei bindet der Tgfbr2 den Liganden und bildet anschließend einen heteromeren 

Komplex mit dem Tgfbr1, woraus schließlich der aktive TGF-β-Komplex entsteht27. Der an-

schließende Signalweg kann in einen kanonischen und einen nicht-kanonischen Weg einge-

teilt werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine Inhibierung des nicht-kanonischen 

Signalweges das Fortschreiten des TAAs im Rahmen des MFS reduziert werden kann26. Da-

her scheint vor allem der nicht-kanonische Signalweg von zentraler Rolle für dieses Krank-

heitsbild zu sein. 

Zentrale Mediatoren der nicht-kanonischen TGF-β Signalkaskade sind die Signalproteine 

extracellular-signal regulated kinase 1/2 (ERK1/2). Es konnte gezeigt werden, dass eine er-

höhte Phosphorylierung der ERK1/2 und somit eine erhöhte Aktivität dieser eine Schlüsselrolle 

in der MFS bedingten Entwicklung des TAAs spielt26. Nach Phosphorylierung der ERK1/2 wir-

ken diese, indem sie durch Regulation und Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren die 

Expression von Zielgenen regulieren28. Infolge dieser Signalkaskade kommt es zu einer er-

höhten Expression von MMPs, vor allem MMP-2 und -9, welche, wie bereits beschrieben, elas-

tische Fasern degradieren und somit zur Dilatation der thorakalen Aorta beitragen29,30.  

Es ist bekannt, dass MMP-2 selbst ERK1/2 aktivieren kann. Zusätzlich sprechen bisherige 

Erkenntnisse dafür, dass durch ERK1/2 Aktivierung die Expression von MMPs und somit die 

Degradierung von elastischen Fasern gesteigert wird. Dabei wird vermehrt das in der EZM 

gespeicherte TGF-β freigesetzt, wodurch der ohnehin schon fehlregulierte TGF-β Signalweg 

weiter verstärkt wird29. So treibt sich die dysregulierte TGF-β Signalkaskade selbstständig wei-

ter voran und aggraviert den Progress des Aortenaneurysmas.  

Neben der direkten Wirkung von ERK1/2 auf MMPs wird durch den nicht-kanonischen Signal-

weg des TGF-β Signalwegs auch eine vermehrte ERK1/2-bedingte Expression der NADPH 

Oxidase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, kurz: NOX) vermittelt. Da 
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NOX ein potenter ROS-Produzent ist, kommt es dadurch zu einer erhöhten ROS-Produktion 

und damit einhergehenden maladaptiven Prozessen. Durch die erhöhten ROS Level können 

MMPs aktiviert werden25, was wiederum die NOX Expression durch vermehrte ERK1/2 Akti-

vierung steigert31.  

Neben dem nicht-kanonischen Weg der TGF-β Signaltransduktion spielt der kanonische Sig-

nalweg im MFS ebenfalls eine Rolle. Hier wird vor allem über einen Smad2 vermittelten pro-

fibrotischen Signalweg durch direkte Phosphorylierung eine Wirkung erzielt. Dies geschieht 

vor allem durch Smad2 induzierte Expression von Kollagenen27. Aus dem dysregulierten TGF-

β Signaling folgt eine erhöhte Phosphorylierung von Smad2. Dieses migriert in den Zellkern 

und wirkt dort als Transkriptionsfaktor, vor allem für Kollagen I und Kollagen III32. Der aus der 

vermehrten Kollagen-Expression resultierende fibrotische Umbau spiegelt sich ebenfalls phä-

notypisch in Form einer erhöhten Wandsteifigkeit wieder33. 

Durch die Dysregulation des TGF-β Signalwegs kommt es weiterhin zu einer gesteigerten 

Apoptose glatter Muskelzellen, was ebenfalls zur  Aneurysma-Bildung beiträgt34. Da vaskuläre 

glatte Muskelzellen (VSMCs) fundamental für die Funktion der Gefäßwand sind, stellt ein ver-

mehrter Zelltod einen essenziellen Progressionsfaktor für die Entwicklung des TAAs dar.  

 Oxidativer Stress als weiterer Faktor des Aneurysma-Wachstums 
Eine weitere zentrale Rolle in der Entwicklung des Aortenaneurysmas scheint die Produktion 

und Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu spielen35. Oxidativer Stress in Form 

von ROS fällt auch im normalen oxidativen Stoffwechsel, allerdings in geringeren Konzentra-

tionen, an und spielt eine wichtige Rolle in der Transduktion von Signalwegen und der Zellho-

möostase. Konstant erhöhte Level an oxidativem Stress können hingegen die Entwicklung 

verschiedener vaskulärer Erkrankungen, wie beispielsweise Hypertonie und Arteriosklerose, 

begünstigen36.  

Es konnte gezeigt werden, dass NOX induzierte ROS-Produktion die Aneurysma-Bildung im 

MFS vorantreibt und durch spezifische NOX-Inhibition der Progress der aortalen Pathologie 

reduziert werden kann25. Dieser Effekt beruht darauf, dass durch die verminderte Produktion 

von ROS weniger MMPs aktiviert werden, woraus eine geringere MMP-katalysierte Spaltung 

von elastischen Fasern resultiert25. Des weiteren sind ROS latente Aktivatoren von TGF-β, 

was, wie bereits beschrieben, vor allem über den nicht-kanonischen Signalweg ebenfalls das 

Aneurysma-Wachstum vorantreibt24,31.  

Neben der NOX-bedingten ROS-Produktion konnten Yang et al. 2010 zeigen, dass in einem 

späteren Stadium des MFS eine durch die Xanthinoxidase (XO) bedingte ROS-Produktion 

entscheidend zur vasomotorischen Dysfunktion beiträgt. Durch die Inhibition der XO mittels 

Allopurinol in neun Monate alten MFS Mäusen konnte sowohl die Kontraktion als auch die 

Relaxation verbessert werden37.  
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Zusätzlich ist bekannt, dass durch erhöhte ROS-Level Apoptose von VSMCs ausgelöst wer-

den kann, da durch die gebildeten Superoxide das Erbgut sowie Proteine der Zelle irreparabel 

geschädigt werden können38. Die Apoptose kann dabei auf verschiedenen Wegen eingeleitet 

werden. Diese enden in der Regel in einer Aktivierung von Cystein abhängigen, Aspartat spe-

zifischen Proteasen, welche als Caspasen bezeichnet werden. Diese existieren in inaktiver 

Form und müssen durch Abspaltung ihrer Pro-Domäne aktiviert werden. Dabei können Caspa-

sen sich gegenseitig aktivieren und so eine Signalkaskade auslösen, welche zum program-

mierten Zelltod führt39. 

 Inflammatorische Prozesse im Rahmen des Marfan-Syndroms 
Es gibt einige Hinweise, dass inflammatorische Prozesse entscheiden bei der Entstehung von 

Aneurysmen im MFS beteiligt sind40.  

In einem Versuch mit sogenannten mgR/mgR-Mäusen, die nur 10 % des normalerweise ex-

primierten Fibrillin-1 sezernieren, konnte gezeigt werden, dass bereits nach 8 Wochen eine 

Migration von Monozyten in die Tunica media der Aorta erfolgt. Die daraus resultierende In-

flammation führte zu einer Zerstörung des Elastin-Netzwerkes sowie einer verstärkten Fibro-

sierung der Tunica media41. 

Zudem konnte eine positive Korrelation zwischen Inflammation und dem Wachstum des Aneu-

rysmas gezeigt werden. So wurde bei Marfan-Patient*innen eine verstärkte Migration von T-

Zellen (CD3+) und Makrophagen (CD68+) in die proximale Aorta nachgewiesen42. Diese ver-

stärkte Chemotaxis ist unter anderem Folge einer Bindung von Fibrillin-1- und Elastin-Frag-

menten an das Elastin-Bindungs-Protein des Elastin-Rezeptor-Komplexes. Durch die Stimu-

lation dieses Rezeptors wird zusätzlich die Zellproliferation und Mikrokalzifikation gesteigert, 

was möglicherweise die Fragmentierung elastischer Fasern beeinflusst13.  

Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang, dass in die Tunica media der Aorta 

migrierte Leukozyten selbst MMPs aktivieren können und somit entscheidend zur Fragmentie-

rung des elastischen Fasernetzwerkes und der damit einhergehenden Aneurysma-Bildung 

beitragen können43. Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen, welche in die Gefäßwand 

migrieren, die EZM degradieren, indem sie MMPs sezernieren43.  

 NF-κB vermittelte Prozesse im Rahmen des Marfan-Syndroms 
NF-κB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) ist ein Transkriptions-

faktor, der eine zentrale Rolle für inflammatorische Reaktionen, die Zellproliferation, die 

Apoptose und die Immunantwort spielt. Die Expression von NF-κB wird hauptsächlich durch 

Zytokine, wie zum Beispiel den Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) oder Interleukin-1 (IL1) in-

duziert44. 

Die Aktivierung von NF-κB geschieht dabei durch Phosphorylierung der p65 Untereinheit, wel-

che anschließend in den Zellkern migriert und dort transkriptionell wirksam wird45. 
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Als ein zusätzlicher, TGF-β unabhängiger Pathomechanismus der MFS-assoziierten Aortener-

krankung konnte 2017 eine Überexpression der induzierbaren NO-Synthase (NOS2, iNOS) 

identifiziert werden. Als Ursache dieser NOS2 Überaktivierung wurde ein Defekt der Me-

talloproteinase ADAMTS1 (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) 

postuliert. Es wird vermutet, dass es durch die FBN1-Mutation zu einer fehlerhaften Interaktion 

zwischen ADAMTS1 und der EZM kommt, wodurch das Enzym destabilisiert wird. Die auf-

grund der ADAMTS1 Dysfunktion vermehrt anfallenden Substrate des Enzyms, wie zum Bei-

spiel Syndecan4, können wiederum zur Aktivierung von NF-κB führen. In einem nächsten 

Schritt konnte gezeigt werden, dass durch die Inhibition von NOS2 die MMP-katalysierte Elas-

tin-Fragmentierung sowie der Progress des Aortenaneurysmas reduziert werden konnte, was 

erneut auf einen möglichen Zusammenhang hinweist46. 

Daher wird vermutet, dass es aufgrund der NOS2 Überexpression und Überaktivität zu einer 

vermehrten Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) kommt, was wiederum eine Kontraktions-

störung glatter Muskelzellen in der Aorta zur Folge hat. Zusätzlich kann es durch die Überak-

tivität der NOS2 zu einer sogenannten Entkopplung dieses Enzyms kommen, wodurch wiede-

rum oxidativer Stress in Form von ROS generiert wird46. 

Da ROS hingegen über eine Aktivierung von NF-κB47,48 eine Induktion von NOS2 bewirkt, stellt 

dieser sich selbst verstärkende Signalweg einen weiteren zentralen Mechanismus in der Ent-

wicklung des Aortenaneurysmas im Rahmen des Marfan-Syndroms dar. 

 VSMC Phänotypwechsel in der Entwicklung des Aortenaneurysmas 
Bei der Entwicklung des thorakalen Aortenaneurysmas im Rahmen des MFS, wie auch bei der 

Entwicklung anderer vaskulärer Erkrankungen, kommt es zu einer Veränderung des Phäno-

typs der glatten Muskelzellen in der Tunica media der Aorta49. 

Normal entwickelte VSMC weisen einen kontraktilen Phänotyp auf, welcher durch eine nied-

rige Proliferationsrate und die Expression von kontraktil wirksamen Porteinen, wie zum Bei-

spiel smooth muscle myosin heavy chain (SM-MHC), smooth muscle 22 (SM22) und Calponin 

gekennzeichnet ist50. Nach Gefäßtraumata, wie beispielsweise nach Angioplastie oder einer 

Bypass Operation, kann es zu einem Phänotypwechsel der VSMCs kommen. Dabei wechselt 

der kontraktile Phänotyp in einen synthetisierenden Typ, welcher mit einer verstärkten Prolife-

ration sowie Migration und Produktion von Proteinen der EZM einhergeht. Zusätzlich wird da-

bei die Synthese von VSMC typischen kontraktilen Proteinen reduziert. Der Phänotypwechsel 

von VSMCs spielt bei der Entwicklung verschiedener vaskulärer Erkrankungen, wie zum Bei-

spiel Arteriosklerose, Hypertonie und der Entwicklung von Aortenaneurysmen, eine wichtige 

Rolle51. 

Dieser Phänotypwechsel tritt ebenfalls in der Entwicklung des Aortenaneurysmas im Rahmen 

des MFS auf. Um diesen Prozess zu erklären und zu verstehen, warum sich das Aortenaneu-

rysma im Rahmen des MFS auf die thorakale Aorta begrenzt, spielt die Embryologie eine 
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wichtige Rolle. Während die Zellen, welche später die thorakale Aorta bilden, embryologisch 

aus der Neuralleiste stammen, stammen die Zellen der abdominellen Aorta von mesodermalen 

Stammzellen ab52. Der Effekt von TGF-β, einem der zentral dysregulierten Proteine im Rah-

men des MFS, auf VSMCs, welche aus der Neuralleiste stammen, ist deutlich stärker als auf 

VMSCs, welche vom mesenchymalen Stammzellen abstammen. Die Wirkung von TGF-β ist 

also stärker auf die Zellen, welche später die thorakale Aorta bilden. Daraus resultiert eine 

signifikant gesteigerte Proliferationsrate sowie Bildung von Kollagen unter Einfluss von TGF-

β auf die VSMCs der thorakalen Aorta53. Zusätzlich wirkt sich das TGF-β Signaling auch auf 

die Expression kontraktiler Proteine und die Kollagenproduktion aus. So wird die Expression 

von Kollagen erhöht und die Produktion kontraktiler Proteine, wie zum Beispiel α-smooth 

muscle actin, smoothelin, smooth muscle protein 22 α, and Calponin reduziert22. Durch diese 

Veränderung des Phänotyps kommt es ebenfalls zu einer erhöhten Expression von MMP-9, 

was wiederum die Degradierung der EZM vorantreibt und zu einer Destruktion der Gefäßwand 

führt54 Dieser Zusammenhang ist graphisch in Abbildung 1 dargestellt.  

 
Abbildung 1: schematische Darstellung der Pathophysiologie des Marfan-Syndroms. Durch die Instabilität der EZM 
kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von TGF-β und somit zu einer Aktivierung der TGF-β vermittelten Sig-
nalkaskaden und einer vermehrten Aktivität von NF-κB. Durch den nicht-kanonischen TGF- β Signalweg kommt es 
in Folge einer ERK1/2 vermittelten NOX-Induktion zu einer vermehrten Bildung von ROS sowie einer vermehrten 
MMP-Expression. Durch den kanonischen Signalweg kommt es vor allem zu einer Smad2 vermittelten Expression 
von Kollagen, woraus eine vermehrte Wandsteifigkeit resultiert. Durch die Überaktivität von NF-κB wird eine ver-
mehrte Expression der NOS2 (iNOS) begünstigt, welche ebenfalls zu erhöhten ROS-Spiegeln führt. Diese ver-
schiedenen Signalkaskaden resultieren in einer vermehrten Produktion von ROS und einer vermehrten Expression 
und Aktivität von MMPs, was wiederum die EZM weiter degradiert und die aortale Pathologie und Apoptose von 
glatten Gefäßmuskelzellen weiter vorantreibt.   
Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. 
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 Therapeutische Optionen des Marfan Syndroms 
Obwohl in mehreren präklinischen Studien spezifische Inhibitoren und Medikamente die Ent-

wicklung des Aortenaneurysmas beim Marfan-Syndrom reduzierten oder sogar verhindern 

konnten, wurde bislang keines dieser spezifischen Therapeutika zur klinischen Therapie zu-

gelassen55. 

Die pharmakologische Standardtherapie umfasst heutzutage die Therapie mit Betablockern, 

welche zwar den Progress des Aneurysma-Entwicklung reduzieren können, diesen aber nicht 

aufhalten können56. Zusätzlich kann eine pharmakologische Therapie mit Angiotensin-2-Re-

zeptorblockern, wie beispielsweise Losartan, angestrebt werden. Jedoch konnte in einer Me-

taanalyse kein eindeutiges Ergebnis auf das Wachstum des TAAs nachgewiesen werden. Es 

zeigten sich teils positive und teils negative Effekte57. Hinzu kommt, dass die Wirksamkeit der 

Therapie je nach Vorliegen der FNB1-Mutationsart variiert. Bei einer haploinsuffizienten Mu-

tation zeigt sich ein besseres Ansprechen auf die Losartan Therapie als bei einer dominant 

negativen Mutation. Dies ist vermutlich auf die höhere Bildung unverändertem FBN1 bei Vor-

liegen einer haploinsuffizienten Mutation zurückzuführen15. Ziel dieser Therapie ist es, die 

Herzfrequenz sowie den Blutdruck zu senken, um so den hämodynamischen Stress an der 

proximalen Aorta zu reduzieren58. 

Zusätzlich zur pharmakologischen Therapie sollte bei Patient*innen mit der Diagnose MFS 

eine Lifestyle-Veränderung vorgenommen werden. Aufgrund des erhöhten Rupturrisikos soll-

ten keine extremen Belastungen, wie Kontaktsportarten oder Gewichtheben durchgeführt wer-

den59. 

In einer Notfallsituation ist die 30 Tage Mortalität der Patient*innen mit MFS mit ca. 12 % deut-

lich erhöht, sodass eine frühelektive operative Therapie, die mit einer 30 Tage Mortalität von 

ca. 1,5 % einhergeht, heutzutage bevorzugt wird60. Trotz der stetigen Weiterentwicklung der 

Therapiemöglichkeiten, liegt die mediane Lebenserwartung von MFS-Patient*innen noch im-

mer bei nur 50 Jahren7. Nach einem chirurgischen Eingriff haben MFS-Patient*innen heutzu-

tage immer noch eine mehr als dreifach erhöhte Sterblichkeit aufgrund kardiovaskulärer Er-

eignisse im Vergleich zur Normalbevölkerung7. 

Bei Auftreten von Komplikation oder einer Aneurysmagröße über 5 cm im Bereich der Aorta 

ascendens sowie einem Aneurysma-Progress ist eine chirurgische Intervention indiziert, da 

ab einem Diameter von 6 cm das Ruptur- und Dissektionsrisiko um das Vierfache erhöht ist6. 

Hier werden bei Patient*innen mit Bindegewebserkrankungen vor allem offen chirurgische Ver-

fahren mit oder ohne autologem Ersatz der Aorta angestrebt, da kathetergestützte Verfahren 

eine höhere Komplikationsrate aufweisen59,61.  

Abschließend lässt sich daher sagen, dass die bisherigen therapeutischen Optionen für be-

troffene Patient*innen nicht ausreichend sind. Die konservativen Therapiemöglichkeiten mit 
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Betablockern und Angiotensin-2-Rezeptorantagonisten können zwar das Wachstum des tho-

rakalen Aortenaneurysmas etwas verlangsamen, als einzige kausale Therapiemöglichkeit 

existiert jedoch nur die chirurgische Intervention mittels allogenem Aortenersatz, um Dissekti-

onen und einen vorzeitigen Tod in letzter Konsequenz abzuwenden. Bisher existiert allerdings 

keine kausale nicht invasive Therapiemöglichkeit.  

 Nitroalkene 
Nitroalkene sind elektrophile Moleküle, die durch eine Reaktion von reaktiven Stickstoffspezies 

(RNS) mit ungesättigten Fettsäuren endogen synthetisiert werden können und unter Normal-

bedingungen im menschlichen Plasma im Bereich von nanomolaren Konzentrationen vorlie-

gen62. Nach oraler Applikation von mehrfach ungesättigten Fettsäuren und Nitrit ist es möglich, 

einen Anstieg der Plasmakonzentrationen von nitrierten Fettsäuren auf bis zu 10 nM zu be-

obachten63. 

Die am besten untersuchten und stabilsten Verbindungen dieser Gruppe sind dabei Nitroöl-

säure (NO2-OA) und Nitrolinolensäure (NO2-LA) (Abbildung 2), welche daher auch für die 

meisten Experimente verwendet wurden64.  

Abbildung 2: chemische Strukturformel der Nitroalkene. Strukturformel 9- und 10-Nitroölsäure und 9- und 10-Lino-
lensäure, den zwei am häufigsten vertretenen Substanzen in der Forschung.   
Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. 
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 Elektrophile Reaktion vermittelt durch Nitroalkene 
Die Nitration von Fettsäuren kann direkt durch eine Radikal-Radikal Reaktion zwischen der 

Alkylgruppe einer ungesättigten Fettsäure und der Nitrogruppe entstehen. Diese Art der Bil-

dung nitrierter Fettsäuren hat allerdings keine biologische Relevanz und kommt in-vivo nahezu 

nicht vor62.  

Bei der biologisch relevanten Nitration hingegen kommt es zu einem direkten Angriff der Nitro-

gruppe auf eine Doppelbindung einer Fettsäure. Die so entstehende Additionsreaktion ist re-

versibel und kann an allen Doppelbindungen einer Fettsäure stattfinden. Das Ergebnis dieser 

Additionsreaktion ist ein Nitroalkylradikal. Im nächsten Schritt wird das Radikal durch Reso-

nanz stabilisiert62 (Abbildung 3). 

 

Der biologischer Effekt von nitrierten Fettsäuren wird hauptsächlich durch reversible posttrans-

lationale Proteinmodifikation an Schwefel Atomen von Cystein-, Lysin- oder Histidin-Resten in 

Form der sogenannten Michael-Addition erzielt64. Dabei entsteht eine Einfachbindung zwi-

schen zwei Kohlenstoffatomen. Die Michael-Addition findet dabei an einer α, β-ungesättigten 

Carbonylverbindung statt, welche als Michael-Akzeptor fungiert. So entsteht aus einer Koh-

lenstoff-Doppelbindung zwei Einzelbindungen, da der Michael-Akzeptor mit einem Michael-

Donor in Form eines Mesomerie-stabilisierten Carbanion Enolats reagiert65 (Abbildung 3).  

Zusätzlich wird durch die elektrophile Nitrogruppe die Kohlenstoffdoppelbindung polarisiert, 

was in einer Instabilität der Doppelbindung resultiert. Diese Instabilität begünstigt wiederum 

die elektrophilen Eigenschaften der NO2-FA und ermöglicht die nukleophile Reaktivität66. Des 

Weiteren können Michael-Additionen auch an Proteinkomplexen stattfinden. Dabei reagiert 

das β-Kohlenstoffatom der ungesättigten Carbonylgruppe mit den Thiolatanionen des Pro-

teins67. 
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Die Nitratgruppe ist eine äußerst elektrophile Gruppe, welche durch Reaktion des Nitratmole-

küls mit der Alkylgruppe der Fettsäure die Elektrophile auf das β-Kohlenstoffatom überträgt. 

So ist es der NO2-FA möglich, stabile Michael-Additionen mit nukleophilen Gruppen anderer 

Strukturen einzugehen68. Zusätzlich können NO2-FA Proteinbindungen eine Nitroalkylation 

eingehen, wodurch eine kovalente Bindung zwischen der Nitrogruppe und der nukleophilen 

Gruppe des Proteins entsteht69 (Abbildung 3). Der schematische Mechanismus der Michael-

Addition und Nitroalkylation ist in Abbildung 3 dargestellt. 

Abbildung 3: Michael-Akzeptor, -Donor und Mechanismus der Michael-Addition bei Nitroalkenen. Generelle Struk-
turen von Michel-Akzeptoren und Michael-Donoren: Der Akzeptor besteht aus einer Olefin-Struktur, an die eine 
elektronenanziehende Gruppe grenzt. Beispiele für diese Gruppen sind Amide, Aldehyde, Ester oder die Nitro-
Gruppe. Der Donor besteht aus nukleophilen Strukturen, wie Enolaten, β-Diketonen, Thiole von Cysteinen, Imida-
zole von Histidinen oder ϵ-Aminogruppen von Lysinen. Mechanismus der Michael-Addition: durch nukleophilen 
Angriff auf das elektrophilen β-Kohlenstoff (*) der Nitrogruppe findet eine Addition statt. Anschließend findet eine 
Protonation zur Bildung einer Nitroalkylierung statt.  
Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt 

 Translationale und transkriptionelle Wirkung 
Die transkriptionelle Wirkung von Nitroalkenen beruht vornehmlich auf einer erhöhten Transi-

tion des nukleären Transkriptionsfaktors nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) und 

der Inhibition der transkriptionellen Aktivität des nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells (NF-κB)64. 

Nrf2 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von antioxidativen Proteinen steigert und 

die Zelle dadurch vor oxidativem Stress schützt. So kann dieser Transkriptionsfaktor gezielt  

die Expression protektiver Gene, wie zum Beispiel Konjugationsenzyme der Biotransformation 

in Form der Superoxid-Dismutase und Glutathion, aktivieren70. 
NF-κB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle für inflammatorische Reaktionen, 

die Zellproliferation, die Apoptose und die Immunantwort spielt und dessen Expression haupt-

sächlich durch Zytokine, wie zum Beispiel TNF-α oder IL1, induziert wird. Im Normalzustand 
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wird NF-κB durch Verbindung mit dem inhibitorischen Protein IκB (inhibitor of nuclear factor 

kappa B) sequestriert. Durch diverse Stimuli wird die IκB-Kinase aktiviert, wodurch dieses Pro-

tein abgebaut und die Migration von NF-κB in den Zellkern erleichtert wird71. Die häufigste 

Form von NF-κB ist ein Heterodimer aus den Untereinheiten p65 und p5071. Die Alkylation 

dieser Untereinheiten kann nachgewiesener Weise die DNA-Bindungsaffinität herabsetzen 

und somit die transkriptionellen Effekte von NF-κB reduzieren45. Die Inhibition der transkripti-

onellen Aktivität von NF-κB durch NO2-FA wird hauptsächlich durch die Nitroalkylation der p65 

Untereinheit an einem Cystein-Rest (Cys38) vermittelt, wodurch diese nicht mehr phosphory-

liert und somit aktiviert werden kann45. Durch Cui et al. konnte gezeigt werden, dass nitrierte 

Fettsäuren direkt kovalent an NF-κB binden und somit seine DNA-Bindungsaffinität herunter-

setzen45. 

Eine weitere zentrale und bereits gut untersuchte Funktion von NO2-FA ist ein partieller Ago-

nismus am Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor γ (PPARγ). Dabei kommt es zu einer 

selektiven Verdrängung von Korepressoren durch NO2-FA und einer Aktivierung von Per-

oxisom-Proliferator-aktivierenden Elementen (PPRE)72,73. Die Wirkung von NO2-FA auf 

PPARγ vermittelte in vielen verschiedenen kardiovaskulären Krankheitsmodellen therapeuti-

sche Effekte74. Vor allem sind in diesem Zusammenhang die Regulierung der Transkription 

von Proteinen der Zelldifferenzierung, des Lipidstoffwechsels, des Glukosemetabolismus und 

inflammatorischer Prozesse zu nennen75. 

 Wirkung von nitrierten Fettsäuren auf MMPs 
Entscheidender Weise konnte in mehreren Modellen von kardiovaskulären Erkrankungen ein 

Effekt von NO2-FA auf die Aktivität und Expression von MMPs gezeigt werden. 

Neben den indirekten Wirkmechanismen, wie der Inhibition von NF-κB, der Reduktion des 

nicht-kanonischen TGF-β Signalings, der ROS-Reduktion und der verminderten Leukozyten-

infiltration, können NO2-FA MMPs auch direkt beeinflussen. 

Die direkte Beeinflussung von MMPs durch NO2-FA ist dabei auf zwei Mechanismen zurück-

zuführen. Es ist bekannt, dass die Pro-Domäne von MMPs durch NO2-OA an einem Cystein-

Rest durch Michael-Addition alkyliert werden kann, woraufhin diese abgespalten wird und die 

MMPs somit aktiviert werden76. Dies geschieht in einem biphasischen-dosisabhängigen Ver-

lauf mit einer gesteigerten Aktivität bei geringeren NO2-OA Konzentrationen und einer redu-

zierten Aktivität bei höheren Konzentrationen76. Über einen weiteren Mechanismus konnte ge-

zeigt werden, dass NO2-FA die Expression von MMPs reduzieren. Durch eine Interaktion mit 

der PPARγ-Liganden-Bindungsdomäne an einem Cystein-Rest kann die nachgeschaltete 

Genregulation beeinflusst werden75. Durch den so erzielten Agonismus am PPARγ-Rezeptor 

wird die Expression inflammatorischer Proteine, wie beispielsweise MMP-9, reduziert76. 
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 Wirkung von nitrierten Fettsäuren auf die Entstehung von oxidativem 
Stress 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen durch inkomplette Reduktion von Sauerstoff (O2) 

während normaler Atmung in allen aeroben Organismen. ROS sind hochreaktiv und beinhalten 

freie Radikale, welche ein zusätzliches freies Elektronenpaar besitzen. Die dabei entstehen-

den Strukturen werden als Superoxide (O2
˙-) oder als Hydroxylradikal (˙OH) bezeichnet. Su-

peroxide entstehen dabei nicht nur in den Mitochondrien, sondern ebenfalls durch Enzyme wie 

zum Beispiel NOX, verschiedene Isoformen der NO-Synthase (NOS), Xanthinoxidase (XO) 

und viele weitere. Da physiologisch an vielen Stellen innerhalb der Zelle oxidativer Stress in 

Form von ROS anfällt, besitzen Zellen viele verschiedene enzymatische sowie nicht-enzyma-

tische Mechanismen, um diese freien Radikale abzufangen77. Ein zentraler Mechanismus ist 

die Verstoffwechslung freier Radikale und ROS durch die Superoxid-Dismutase (SOD). Dabei 

werden Superoxide bzw. ROS zu Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff verstoff-

wechselt und somit unschädlich gemacht78. 

Oxidativer Stress wiederum oxidiert mit seinen freien Radikalen Lipide, DNA und Proteine. Der 

Hauptmechanismus, durch den ROS spezifische zelluläre Effekte vermitteln, ist die posttrans-

lationale kovalente Modifikation von Schwefelatomen an Cystein-Resten77. 

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass nitrierte Fettsäuren entscheidend Einfluss auf 

die Bildung von ROS und den damit einhergehenden intrazellulären Schäden nehmen. In-vitro 

wurde demonstriert, dass NO2-FA die NOX2 in Makrophagen direkt inhibieren und damit die 

NOX-bedingte ROS-Produktion senken79. Die aktivierte NOX generiert Superoxide, indem 

zwei Elektronen von NADPH im Zytosol auf FAD und auf zwei Häm-Gruppen übertragen wer-

den, wobei die zweite Häm-Gruppe zwei Moleküle elementaren Sauerstoffs oxidiert77.  

Zusätzlich konnte in-vitro nachgewiesen werden, dass insbesondere NO2-OA die Xanthinoxi-

dase (XO) durch eine kovalente Bindung irreversibel hemmt und so die Produktion von ROS 

signifikant senkt80. Die XO und die Xanthinhydrogenase (XDH) sind vertauschbare Isoenzyme 

der Xanthinoxidoreduktase (XOR), welche die letzten beiden Schritte des Purinabbaus kataly-

sieren, wobei Hypoxanthin zu Xanthinsäure reduziert wird. Hierbei reduziert die XO aus-

schließlich molekularen Sauerstoff, wobei Wasserstoffperoxyd (H2O2) und Superoxide entste-

hen, wohingegen die XDH vornehmlich NAD+ (Nicotinamidadenindinukleotid) oxidiert81. Dabei 

produzieren, ähnlich wie bei der NOX, beide Formen ROS, wobei die ROS-Produktion bei der 

XDH größer ist als bei der XO77. 

Neben den beschriebenen Mechanismen besitzen NO2-FA weitere protektive antioxidative Ef-

fekte. Insbesondere ist hier die antioxidative Wirkung durch eine Nrf2-vermittelte Induktion der 

Superoxid-Dismutase, einem der zentralen Enzyme des ROS-Abbaus, zu nennen70. 
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Zusammengefasst stellt die Administration von NO2-OA somit einen potenziellen Therapie-

Ansatz für vaskuläre Erkrankungen mit inflammatorischer Komponente dar, da die Substanz 

über verschiedene Mechanismen die Produktion von oxidativem Stress reduziert. 

 Auswirkung von Nitroalkenen auf die NO-Produktion 
In vorherigen Studien konnte eine Einflussnahme von NO2-OA auf die NOS2 gezeigt werden. 

Diese Isoform spielt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des Marfan-Syndroms. 

Im Vergleich zu den anderen NO-Synthase Isoformen kann es durch die induzierbare Form 

der NO-Synthase unter pathologischen Bedingungen zu einer bis zu tausendfach erhöhten 

NO Konzentration kommen82. Zusätzlich wird durch das Überangebot des von der NOS2 pro-

duzierten NO vor allem in pathologisch veränderten Gefäßen eine Hyperdilatation und Degra-

dierung der Tunica media bewirkt. Dies führt zu einer verminderten Kontraktilität und fördert 

aortale Pathologien46. Da NOS2 vor allem transkriptionell reguliert wird und NF-κB nachweis-

lich die Transkription von NOS2 beeinflusst83, kann NO2-OA, wie bereits in Kapitel 2.2.2 be-

schrieben, über eine kovalente Bindung an NF-κB die Phosphorylierung und somit Aktivierung 

der NOS2 reduzieren45. Durch die reduzierte Expression von NOS2 durch NO2-FA kommt es 

ebenfalls zu einer geringeren Rate von Entkopplungen der NOS2, woraus wiederum eine ge-

ringere ROS-Produktion resultiert45. Dies wirkt sich wiederum positiv auf vaskuläre Patholo-

gien aus46. 

 Wirkung von Nitroalkenen in kardiovaskulären Erkrankungen 
Aufgrund der geschilderten Wirkmechanismen können Nitroalkene in verschiedenen kardi-

ovaskulären Erkrankungen Einfluss auf die Pathogenese und den Krankheitsverlauf nehmen. 

Hierzu existieren bereits eine Vielzahl an Daten und unterschiedliche Krankheitsmodelle, in 

denen NO2-FA einen positiven Effekt gezeigt haben. 

2.2.6.1 Arterielle Hypertonie 
Einer der wichtigsten Risikofaktoren für die Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen ist die 

arterielle Hypertonie84. Diese ist definiert als Erhöhung des Blutdrucks über einen systolischen 

Wert von 140 mmHg und einen diastolischen Wert über 90 mmHg. In diesem Zusammenhang 

konnte gezeigt werden, dass NO2-FA über eine Inhibition des Angiotensin-II Rezeptor-1 die 

Calciumkonzentration in VSMCs reduziert und somit ihre Kontraktilität herabsetzen. Interes-

santerweise wird die Bindung von Angiotensin-II an den Rezeptor selbst dabei nicht beein-

flusst85. 
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2.2.6.2 Arteriosklerose und andere inflammatorische Erkrankungen 
Die Arteriosklerose ist die Hauptursache zahlreicher kardiovaskulärer Erkrankungen, wie My-

okardinfarkt oder Schlaganfall. Hierbei kommt es zu einer Einlagerung von Lipiden in die Ge-

fäßwand und einer chronischen vaskulären Entzündung, vor allem an Stellen mit turbulenter 

Strömung, wie beispielsweise Gefäßverzweigungen86.  

Hier greifen NO2-FA nicht nur über die bereits in Kapitel 2.2.2 erwähnte Inhibition von NF-κB 

und gesteigerte Aktivität von Nrf2 ein, sondern ebenfalls über einer Inhibierung von verschie-

denen proinflammatorischen Kinasen und Signalproteinen, wie STAT1/3/6, ERK1/2, JNK und 

p3887. 

Ein weiteres Signalmolekül, über die NO2-FA seine antiinflammatorische und antioxidative Wir-

kung vermittelt, ist Smad1. Hier wird durch Reduktion der Phosphorylierung die Signalvermitt-

lung reduziert66. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass NO2-OA arteriosklerotische Plaques 

stabilisieren, da sie den Gehalt an kontraktilen Proteinen in VSMCs erhöhen und die Infiltration 

entzündlicher Zellen und die Zytokinproduktion reduzieren66. Außerdem wird aufgrund vermin-

derter Expression von MMP-9 die Stabilität der Plaques durch reduzierte Degradierung der 

EZM gesteigert76. 

2.2.6.3 NO2-FA bei pulmonal-arterieller Hypertonie 
Die pulmonale Hypertonie ist definiert als Erhöhung des systolischen Blutdrucks im pulmonal-

arteriellen System auf Werte über 25 mmHg. Dabei kommt es zu einem Remodeling der pul-

monalen Gefäße mit endothelialer Dysfunktion und Proliferation von VSMCs64. 

In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass durch die Applikation von NO2-FA der 

rechtsventrikuläre Druck reduziert werden kann. Zusätzlich kann ein vermindertes myokardia-

les Remodeling, in Form von Fibrose und Hypertrophie, durch die erhöhte Nachlast beobachtet 

werden88. Als Mechanismus für diesen Effekt wurde dabei die reduzierte Phosphorylierung von 

ERK1/2 und die damit einhergehende reduzierte Superoxidproduktion in Makrophagen und 

VSMCs sowie eine Nrf2 vermittelte verbesserte Endothelfunktion angeführt88. 

2.2.6.4 NO2-FA bei Vorhofflimmern 
Das Vorhofflimmern ist die am häufigsten auftretende Herzrhythmusstörung in Deutschland 

und geht mit einem erhöhten Herzinfarkt- und Schlaganfallrisiko einher89. 

Neuere Forschungen gehen davon aus, dass diese Rhythmusstörung durch eine Dilatation 

und Fibrose des Vorhofes sowie Veränderungen der Ionenkanalzusammensetzung und ver-

mehrter Produktion von ROS sowie einer Überaktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron 

Systems (RAAS) bedingt ist64. In diesem Zusammenhang konnte im Mausmodell die Anfällig-

keit für Vorhofflimmern durch Inhibition von Smad2 reduziert werden. Es konnte eine vermin-

derte Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten durch eine Inhibition von 

Smad2 nachgewiesen werden, welche maßgeblich am fibrotischen Umbau des Vorhofes bei 
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Vorhofflimmern beteiligt sind79. Verstärkt wurde dieser Effekt zusätzlich durch eine Inhibition 

von NOX2, wodurch die NOX-bedingte ROS-Produktion vermindert werden konnte79. 

2.2.6.5 NO2-FA bei ischämischer Herzerkrankung 
Grundlage der ischämischen Herzerkrankung ist ein Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffan-

gebot und -bedarf. Häufig kommt es dabei aufgrund einer koronaren Herzerkrankung oder 

Stenosen bzw. Verschlüssen von Koronararterien zu einem Untergang oder Schaden von Kar-

diomyozyten. Ursächlich für diesen Zellschaden ist dabei eine vermehrte Produktion von ROS 

sowie die Entstehung eines proinflammatorischen Milieus und eine vermehrte Infiltration von 

Entzündungszellen in das betroffene Gewebe90. 

Hier konnte in einem murinen Infarktmodell gezeigt werden, dass durch die exogene Zufuhr 

von NO2-FA die Infarktgröße reduziert und die linksventrikuläre Funktion verbessert werden 

konnte. Ursächlich dafür war die NO2-FA-bedingte Inhibition von NF-κB mit einer daraus re-

sultierenden verminderten Leukozyteninfiltration und Produktion proinflammatorischer Zyto-

kine91. 

2.2.6.6 Antidiabetogene Wirkung von Nitroalkenen 
Die antidiabetogene Wirkung von NO2-FA ist vor allem auf eine aktivierende Wirkung der Nit-

roalkene auf den Transkriptionsfaktor PPARγ via S-Alkylierung zurückzuführen70. 

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors PPARγ stellt einen zentralen Angriffspunkt in der 

oralen antidiabetischen Therapie dar. Orale Antidiabetika aus der Gruppe der Glitazone fun-

gieren dabei als Insulin-Sensitizer und werden in der Zweitlinientherapie bei Diabetes mellitus 

Typ II eingesetzt75. Durch die Aktivierung des PPARγ Rezeptors wird die Aufnahme freier Fett-

säuren gesteigert und die Insulinsensitivität verbessert. Allerdings weisen diese Therapeutika 

ebenfalls ein erhebliches Nebenwirkungs-Potenzial auf. Durch den kompletten Antagonismus 

am PPARγ Rezeptor wird die Adipozytendifferenzierung und eine damit einhergehende Ge-

wichtszunahme stimuliert. Zusätzlich kommt es zu einem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre 

Ereignisse sowie zur Ödembildung75. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass NO2-

FA, insbesondere NO2-OA reversibel an den PPARγ Rezeptor binden, sich so positiv auf den 

diabetischen Stoffwechsel auswirken und gleichzeitig ein deutlich reduziertes Nebenwirkungs-

profil aufweisen75. 

 Pharmazeutisches Potenzial der Nitroalkene 
In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die Substanzgruppe der nitrierten Fettsäu-

ren bzw. Nitroalkene ein großes Potenzial zur Behandlung verschiedener kardiovaskulärer Er-

krankungen aufweisen, indem sie verschiedene pathophysiologisch relevante Signalwege 

günstig beeinflussen. 
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Die Arbeitsgruppe von Bruce Freeman am pharmakologischen Institut der Universität Pitts-

burgh entwickelte daraufhin ein Verfahren zur Synthese von NO2-FA und patentierte dies für 

die medizinische Anwendung92. In den Fokus ist dabei NO2-OA bzw. das Positionsisomer 10-

NO2-OA (bezeichnet als CXA-10) gerückt. Dieses besitzt bei oraler Gabe eine gute Bioverfüg-

barkeit und therapeutische Plasmakonzentrationen können sowohl bei der Maus als auch beim 

Menschen erreicht werden93. Im Tierversuch konnte eine Absorption von mindestens 35 % 

gezeigt werden sowie ein vorteilhaftes Biodistributionsprofil, ähnlich wie bei Lipoproteinen, mit 

einer Verteilung in Herz, Leber, Niere und Fettgewebe. Diese weitflächige Verteilung ist ins-

besondere günstig bei der Identifikation von Zielproteinen in den o.g. Krankheiten, da CXA-10 

die einzige elektrophile Substanz ist, welche Organe mit einer hohen metabolischen Umsatz-

rate erreicht92. Ein weiterer wichtiger Angriffspunkt ist, dass eben diese Organe, aufgrund ihrer 

erhöhten Stoffwechselaktivität, meist einem höheren Level an oxidativem Stress ausgesetzt 

sind und daher gut von den antioxidativen Mechanismen der Nitroalkene profitieren können92. 

In mehreren präklinischen Studien konnten bereits überzeugende Ergebnisse generiert wer-

den. Auch mehrere Phase I Studien waren erfolgreich93. Seit 2018 laufen zwei Phase II Stu-

dien, welche die Wirksamkeit der Substanz bei mit fokal segmentaler Glomerulus Sklerose 

(FSGS) und pulmonal-arterieller Hypertonie untersuchen. 

Die PRIMEx Studie (NCT03449524) untersucht die Auswirkungen, Sicherheit und Effizienz bei 

Patient*innen mit pulmonal-arterieller Hypertonie. Dabei wurde in verschiedenen Dosierungen 

(75 mg, 150 mg) bei einmal täglicher morgendlicher Einnahme die rechtsventrikuläre Funktion 

sowie der pulmonal vaskuläre Widerstand und die sechs Minuten Gehstrecke in einem Rah-

men von sechs Monaten im Vergleich zu Placebo im Erwachsenen untersucht. Die Studie 

wurde bereits im August 2020 abgeschlossen, bisher wurden jedoch noch keine Ergebnisse 

publiziert94. 

Dem gegenüber steht die FIRSTx Studie (NCT03422510), welche dieselben Aspekte in Bezug 

auf die FSGS untersucht. Hierbei wurde die Wirkung von CXA-10 in vier verschiedenen Stu-

dienarmen untersucht. Dabei wurde entweder mit einer Dosis von 75 mg bzw. 150 mg begon-

nen, wobei die Dosierung innerhalb des Studienzeitraums von drei Monaten auf 150 mg bzw. 

300 mg erhöht wurde. Alternativ wurde die anfänglich verabreichte Dosis beibehalten. Die 

Endpunkte der Studie wurden auf unterschiedliche Weise definiert. Als primärer Endpunkt die-

ser Studie wurde die Reduktion der Proteinurie am Ende des Beobachtungszeitraums gewählt. 

Der sekundäre Endpunkt wurde als prozentuale Abweichung von den Baseline-Ergebnissen 

in der kompletten Remission, partiellen Remission oder modifiziert partiellen Remission defi-

niert. Auch diese Studie wurde bereits abgeschlossen, jedoch liegen hier bis heute ebenfalls 

keine Ergebnisse vor95. 
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 Fragestellungen und Ziel der Arbeit 
Das Ziel dieser Arbeit war es die Auswirkungen von nitrierten Fettsäuren auf die Entwicklung 

und die Progression des thorakalen Aortenaneurysmas im Rahmen des Marfan-Syndroms zu 

untersuchen.  

In der Einleitung wurde dargelegt, dass nitrierte Fettsäuren, insbesondere das Isomer Nitroöl-

säure (NO2-OA), in viele beim Marfan-Syndrom veränderte Signalwege eingreifen kann.  

In-vitro Studien konnten zeigen, dass NO2-OA das nicht-kanonische TGF-β Signaling inhibiert 

sowie die Aktivität von NF-κB durch kovalente Bindung reduzieren kann. Ziel der vorliegenden 

Studie war es, zu untersuchen, ob diese Effekte auch in-vivo nachweisbar sind und ob dadurch 

die Progression der MFS-assoziierten Aortenerkrankung reduziert werden kann. 

Dazu wurde ein genetisches Mausmodell (Fbn1C1041G/+) verwendet, welches nachweislich die 

humane Pathologie des TAAs gut widerspiegelt. Diese Mäuse spiegeln die humane Pathologie 

gut wider, da sie ein proximales thorakales Aortenaneurysma, ähnlich wie beim Menschen und 

muskuloskelettale Defekte entwickeln.  

Zusammengefasst wird im Rahmen dieser Dissertation das große therapeutische Potential 

von NO2-OA bei der MFS-assoziierten Aortenerkrankung demonstriert, welches in Zukunft 

eine kausale Therapieoption darstellen könnte. 
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3. Material und Methoden 

 Tiere und Experimentdesign 
Acht Wochen alte Fbn1C1041G/+ Mäuse (MFS-Mäuse), die heterozygot für eine Missense-Muta-

tion im FBN1-Gen (Substitution von Glycin durch Cystein an Position 1041) sind, wurden ent-

weder mit NO2-OA (1,04 nmol/g/h, d.h. 8 mg/kg/Tag; gelöst in Polyethylenglykol/Ethanol 

(90:10, vol/vol) oder ausschließlich mit Vehikel (Polyethylenglykol/Ethanol, 90:10, vol/vol) be-

handelt. Die Applikation geschah über subkutan implantierten Minipumpen (ALZET Modell 

2002) über einen Zeitraum von vier Wochen (die Pumpen wurden nach zwei Wochen ausge-

tauscht). Dieses Verabreichungsschema wurde am häufigsten in den jüngsten präklinischen 

Studien zur Untersuchung der in-vivo-Wirkungen von NO2-OA verwendet62 und die so erreich-

ten Plasmaspiegel stimmten mit denen, die in klinischen Studien beobachtet wurden, über-

ein93. NO2-OA ist nachweislich mindestens einen Monat lang bei 37°C stabil68. Wildtyp-Wurf-

geschwister (WT-Mäuse), denen Vehikel freisetzende Minipumpen implantiert wurden, dienten 

als Kontrollgruppe. Echokardiographie, Blutdruckmessungen und Analyse verschiedener Zy-

tokine im Blutplasma wurden zusätzlich bei NO2-OA-behandelten WT-Mäusen durchgeführt. 

Angesichts der Tatsache, dass männliche Fbn1C1041G/+ Mäuse im Vergleich zu weiblichen Mäu-

sen eine schwerere Aortenpathologie aufweisen96, wurden in dieser Studie nur männliche 

Mäuse verwendet. Für die Implantation bzw. den Austausch der Minipumpe, die Implantation 

des Blutdrucksenders und die Euthanasie wurden die Mäuse durch Inhalation von Isofluran 

(Isofluran-Piramal®, Piramal Critical Care, Voorschoten, Niederlande; 5 % vol/vol für die Ein-

leitung und 2 % vol/vol zur Aufrechterhaltung der Anästhesie) und subkutane Injektion von 

Buprenorphin (TEMGESIC®, Indivior Europe Limited, Dublin, Irland; 0,1 mg pro kg Körperge-

wicht) tief narkotisiert. Die Angemessenheit der Anästhesie wurde durch Test des Fußhebere-

flex bestätigt. Alle Tierversuche wurden von den örtlichen Tierschutzausschüssen genehmigt 

(Ministerium für Umwelt, Landwirtschaft, Natur- und Verbraucherschutz des Landes Nord-

rhein-Westfalen: Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV), NRW, 

Deutschland) und entsprachen den Richtlinien der Richtlinie 2010/63/EU des Europäischen 

Parlaments zum Schutz der für wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere. 

 Echokardiographie 
Die transthorakale Echokardiographie wurde vor der Implantation der Minipumpen (Baseline) 

und nach vierwöchiger Behandlung, d. h. vor der Gewebeentnahme, an mit Isofluran betäub-

ten Mäusen (Isofluran-Piramal®, Piramal Critical Care, Voorschoten, Niederlande; 5 % vol/vol 

zur Einleitung und 2 % vol/vol zur Aufrechterhaltung der Narkose) durchgeführt. Die Aorta 

wurde in der B-Mode-Ansicht des Aortenbogens wie von Lee et al.97 beschrieben mit einem 

Vevo 3100 Ultraschallgerät (FUJIFILM VisualSonics, Toronto, ON, Kanada) mit MX550D 

Schallkopf (25-55 MHz, Sendezentrum: 40 MHz, axiale Auflösung: 40 μm) aufgenommen. Die 
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Messungen wurden von zwei verblindeten Untersuchern in zweifacher Ausführung durchge-

führt. Die Aortendiameter in Höhe der Aortenwurzel (AW) und der Mitte der Aorta ascendens 

(MAA) wurden von Vorderkante zu Vorderkante enddiastolisch gemessen (Abbildung 5A). Zur 

Berechnung der Pulswellengeschwindigkeit (PWG) des Aortenbogens, wurden gepulste 

Dopplersignale in der Aortenwurzel und am Anfang der Aorta descendens aufgezeichnet (er-

gänzende Abbildung 1). Der Abstand zwischen diesen beiden Positionen (d), d. h. die Länge 

des Aortenbogens wurde in der B-Mode-Ansicht gemessen. Die Zeiten von der EKG-R-Wel-

len-Spitze bis zum Einsetzen der Doppler-Wellenformen der Aortenwurzel (t1) und der Aorta 

descendens (t2) wurden anhand der jeweiligen Dopplerbildern gemessen. Die erhaltenen 

Werte für t1 und t2 wurden über 10 Herzzyklen gemittelt und die Transitzeit des Aortenbogens 

wurde als Differenz dieser beiden Zeiten bestimmt (t2-t1). Schließlich wurde die Länge des 

Aortenbogens (d) durch die Transitzeit des Aortenbogens (t2-t1) geteilt, um die PWG zu be-

rechnen (PWG = d/(t2-t1)). 

 Akzeleriertes Modell der MFS bedingten aortalen Pathologie 
Um die Pathologie der Aorta zu beschleunigen, erhielten 12 Wochen alte Fbn1C1041G/+ Mäuse, 

die mit NO2-OA oder Vehikel (wie in 3.3.1 beschrieben) sowie Vehikel behandelte WT-Mäuse 

zusätzlich Angiotensin-II (AT-II; 4,5 mg/kg/Tag; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), gelöst in 

isotonischer Kochsalzlösung mit 1 mM Essigsäure über eine subkutan implantierte Minipum-

pen (ALZET Modell 1002) für einen Zeitraum von maximal sechs Wochen (die Pumpen wurden 

nach zwei und vier Wochen ausgetauscht). NO2-OA- oder Vehikel- Behandlung wurde eine 

Woche vor Beginn der AT-II-Behandlung begonnen. Das Überleben wurde täglich überwacht, 

und bei tot aufgefundenen Mäusen wurde zur Feststellung der Todesursache eine Autopsie 

durchgeführt. Echokardiographie (wie in 3.3.2 beschrieben) wurde vor Beginn der AT-II-Be-

handlung (Baseline) und danach wöchentlich durchgeführt. 

 Organentnahmen 
Die Euthanasie der tief narkotisierten Mäuse (wie in Abschnitt 3.1 beschrieben) erfolgte durch 

eine finale kardiale Blutentnahme. Anschließend wurde die Maus mit Kochsalzlösung perfun-

diert und die Aorta ascendens (der Teil der Aorta zwischen dem Aortenanulus und dem 

Truncus brachiocephalicus) wurde präpariert und herausgeschnitten. Für histologischen Ana-

lysen wurde die Aorta ascendens in Tissue-Tek optimum cutting (O.C.T.) Medium eingebettet 

und auf Trockeneis eingefroren. Serienschnitte der gefrorenen Gewebeproben mit einer Dicke 

von 5 µm wurden hergestellt und in Dreiergruppen auf einen Objektträger montiert. Alternativ 

dazu wurde die Adventitia vorsichtig entfernt und die Aorta ascendens in flüssigem Stickstoff 

für weitere molekularbiologische Analysen schockgefroren. 
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 Histologische und molekularbiologische Methoden 

 Histologie 
Die Fragmentierung der elastischen Fasern wurde mittels Elastica-van-Gieson (EVG)-Färbung 

von Aorten-Kryoschnitten analysiert (Elastica-van-Gieson-Färbekit, Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland). Die Mikroskopaufnahmen wurden mit einem Keyence BZ-9000 Mikroskop 

(Keyence, Osaka, Japan) bei 10-facher (Übersicht über den gesamten Aortenquerschnitt) und 

40-facher Vergrößerung aufgenommen. Die Elastinbrüche, definiert als Unterbrechungen in 

den elastischen Fasern >1 µm, wurden in vier Schnitten pro Maus von einem verblindeten 

Untersucher gezählt. Die durchschnittliche Anzahl der Elastinbrüche pro 10 µm Länge der 

elastischen Fasern wurde berechnet. 

Zur Quantifizierung der ROS-Produktion wurde eine Dihydroethidium (DHE)-Färbung von Aor-

ten-Kryoschnitten durchgeführt. Die Gewebeschnitte wurden mit DAPI (1/1000 in 1x PBS) an-

gefärbt, mit DHE (5 µM, verdünnt in DMSO und HBSS-Puffer) 30 Minuten lang bei 37 °C in 

einer dunklen, feuchten Kammer inkubiert und anschließend mit einem Keyence BZ-9000 Mik-

roskop bei 40-facher Vergrößerung abgebildet. Die Ethidium-positive Fläche wurde von einem 

verblindeten Untersucher mit Hilfe der Keyence BZ-II Analysesoftware planimetrisch quantifi-

ziert. 

Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurden die gefrorenen Schnitte aufgetaut, 10 Minuten 

lang mit 4 % Paraformaldehydlösung fixiert, in Citratpuffer (1 mM Zitronensäure, 1 mM Natri-

umcitrat, 0,05% Tween 20) gekocht, um Zelloberflächenantigene oder in EDTA-Puffer (0,1 mM 

EDTA, pH 9, 0,05% Tween 20), um zytoplasmatische Antigene zu aktivieren und 60 Minuten 

lang mit Blockierlösung (10 % fetales Kälberserum plus 1 % BSA in 1 x PBS) blockiert. Die 

Proben wurden dann mit primären Antikörpern inkubiert (ergänzende Tabelle 1; Antikörperver-

dünnungslösung: 1 x PBS mit 1,5 % Blocking-Lösung) über Nacht bei 4 °C in einer dunklen, 

feuchten Kammer inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit sekundären Antikörpern 

(pERK1/2, NOS2, NOX2: Alexa Fluor 594 konjugierter Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikörper, In-

vitrogen A-11012, 1/100, gelöst in 1 x PBS; α-SMA: Alexa Fluor 488 konjugierter Hühner-Anti-

Maus-Antikörper, Invitrogen A-21200, 1/100, gelöst in 1 x PBS; Ly6G und F4/80: Es wurde 

kein sekundärer Antikörper verwendet, da die primären Antikörper mit den Fluoroszenzfarb-

stoffen Alexa Fluor 594 bzw. 488 konjugiert waren) für 60 Minuten inkubiert und mit DAPI 

(1/1000, gelöst in 1 x PBS) für 15 Minuten bei Raumtemperatur in einer dunklen, feuchten 

Kammer gefärbt. Für jede Färbung wurden Negativkontrollen durchgeführt, bei denen kein 

primärer Antikörper hinzugefügt wurde. Zusätzlich wurden Isotypkontrollen durchgeführt, um 

die Spezifität der primären Antikörper zu bestätigen (pERK1/2, NOS2, NOX2: polyklonales 

Kaninchen-IgG, R&D Systems # AB-105-C, ergänzende Abbildung 7 A; Ly6G und F4/80: 

Alexa Fluor 488 konjugiertes Ratten-IgG2a, Biolegend #400525, ergänzende Abbildung 4). 

Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss Meta 710 (Zeiss, 
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Oberkochen, Deutschland) bei 10-facher (Übersicht des gesamten Aortenquerschnitts), 20-

facher (Ly6G/F4/80-Färbungen) und 63-facher Vergrößerung (repräsentative Bilder von 

pERK1/2, NOX2 und NOS2/α-SMA-Färbungen und Bilder für die Quantifizierung von 

pERK1/2) oder auf einem Keyence BZ-9000-Mikroskop bei 40-facher Vergrößerung 

(Ly6G/F4/80-Färbungen von Milzgewebe, die als Positivkontrollen verwendet wurden und Bil-

der für die Quantifizierung von NOX2 und NOS2) aufgenommen, die positiv gefärbte Fläche 

wurde von einem verblindeten Untersucher mit der Keyence BZ-II-Analysesoftware (NOX2, 

NOS2) oder Image J (pERK1/2) quantifiziert. 

 In situ Zymographie 
Zur Quantifizierung der gelatinolytischen Aktivität von MMP-2/-9 wurde eine In-situ-Zymogra-

phie nach dem von Gkantidis et al.98 beschriebenen Protokoll durchgeführt. Aortenschnitte 

wurden mit 50 µl Gelatinase-Reaktionspuffer (150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0,2 mM NaN3, 

50 mM Tris/HCl, pH 7,6), der 10 µg/ml DQ-Gelatine (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) enthielt, 

3 h lang bei 37 °C in einer dunklen, feuchten Kammer inkubiert. Negativkontrollen wurden 

durchgeführt, indem dem Gelatinase-Reaktionspuffer 10 mM EDTA (ein starker Inhibitor der 

MMP-2/-9-Aktivität) zugesetzt wurde (ergänzende Abbildung 7 B). Die Bilder wurden mit einem 

Keyence BZ-9000 Mikroskop bei 10-facher (Übersicht über den gesamten Aortenquerschnitt) 

und 40-facher Vergrößerung aufgenommen und die gelatinolytischen Bereiche wurden von 

einem verblindeten Untersucher mit der Keyence BZ-II Analysesoftware planimetrisch quanti-

fiziert. 

 Gelatine Zymographie 
Gefrorene Aortengewebeproben wurden in Precellys-Keramik-Kit-Röhrchen (1,4 mm, 0,5 ml) 

mit 150 µl EDTA-freiem Triton-X-Lysepuffer (20 mM Tris-HCl, 125 mM NaCl, 1 % Triton X-

100) unter Verwendung des Precellys 24 Gewebehomogenisators (Bertin instruments, Mon-

tigny-le-Bretonneux, Frankreich) homogenisiert. Nach wiederholtem Vortexen und Zentrifugie-

ren wurde der Überstand gesammelt. Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Pierce BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. 10 µg Protein wur-

den unter nicht-reduzierenden Bedingungen auf Novex™ 10 % Zymogram Plus Gels (Thermo 

Fisher Scientific) fraktioniert. Die Gele wurden gemäß den Anweisungen des Herstellers ent-

wickelt und anschließend mit Coomassie Blue gefärbt. Die Gele wurden mit einem ChemiDoc 

XRS+ Gel Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) visualisiert und die Banden durch 

Densitometrie mit der Software ImageJ quantifiziert. Zur Kontrolle einer gleichmäßigen Pro-

teinbeladung wurden 10 µg Protein aus denselben Proben, die für die Zymographie verwendet 

wurden, auf ein separates Gel geladen und einer Immunoblot-Analyse der GAPDH-Proteinex-

pression unterzogen (wie unter 3.5.4 beschrieben). Schließlich wurde die MMP-2-Aktivität auf 
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die GAPDH-Proteinexpression normalisiert. Ungeschnittene Zymogramme sind in der ergän-

zenden Abbildung 3A dargestellt. 

 Immunoblot Analyse 
Gefrorene Aortengewebeproben wurden in Precellys-Keramik-Kit-Röhrchen (1,4 mm, 2,0 ml) 

homogenisiert, die mit 300 µl eiskalten RIPA-Lysepuffer (150 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 8,0, 

50 mM Tris pH 8,0, 1 % NP40, 0,5 % Natriumdeoxycholat, 0,1 % SDS), ergänzt mit Protease- 

und Phosphataseinhibitoren (Roche, Mannheim, Deutschland) gefüllt waren. Es wurden Pre-

cellys 24 Gewebehomogenisator verwendet. Nach wiederholtem Vortexen und Zentrifugieren 

wurden die Überstände gesammelt. Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Pierce BCA 

Protein Assay Kit bestimmt. 15 µg Protein aus jeder Probe wurden unter reduzierenden Be-

dingungen auf SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen über-

tragen. Ein ausreichender Transfer der Proteine wurde durch Ponceau-Färbung überprüft. Die 

Membranen wurden eine Stunde lang bei Raumtemperatur blockiert, über Nacht bei 4 °C mit 

primären Antikörpern inkubiert und anschließend eine Stunde lang bei Raumtemperatur mit 

sekundären Antikörpern inkubiert. Die Proteine wurden mit den in der ergänzenden Tabelle 1 

aufgeführten primären Antikörpern nachgewiesen. Als Sekundärantikörper wurde mit Meerret-

tichperoxidase konjugiertes Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG (1/10000, Vector Laboratories #PI-

1000) verwendet. Nach Inkubation mit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Sub-

strate (Thermo Fisher Scientific) und Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents 

(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) im Verhältnis 1:1 wurde das Fluoreszenzsignal mit 

einem Fusion FX Imaging System (Vilber Lourmat, Collegien, Frankreich) visualisiert. Die Ban-

den wurden mit der Fusion FX-Software quantifiziert. Vollständige Immunoblots (einschließlich 

aller Proben) mit Schwerpunkt auf den für die Analyse verwendeten Banden sind in der ergän-

zenden Abbildung 3B zu sehen. Vollständige, unbearbeitete Immunoblots sind außerdem in 

den ergänzenden Abbildungen 8 und 9 zu sehen. 

 Quantitative real-time PCR 
Die Gesamt-RNA aus Aortenproben wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Nieder-

lande) extrahiert und gereinigt. Die RNA-Konzentrationen wurden mit dem NanoDrop 2000 

Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Komplementäre DNA (cDNA) wurde 

mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, 

USA) aus 1 μg RNA revers transkribiert. Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) wurde mit dem 

GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) auf einem 7300 Real Time PCR Sys-

tem (Applied Biosystems) durchgeführt. Die Primer-Sequenzen sind in der ergänzenden Ta-

belle 2 aufgeführt. Die relative mRNA-Expression (vielfache Veränderung relativ zu WT) wurde 

mit der 2-∆∆CT-Methode quantifiziert, wobei β-Actin zur Normalisierung verwendet wurde. 
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 Aktives TGF-β1 ELISA 
Gefrorene Aortengewebeproben wurden homogenisiert und die Proteinkonzentrationen wur-

den wie unter 3.5.4 beschrieben analysiert. 10 µg Protein aus jeder Probe wurden mit dem 

Biolegend LEGEND MAX™ Free Active TGF-β1 ELISA Kit (Cat # 437707; BioLegend, San 

Diego, CA, USA) gemäß den Anweisungen des Herstellers untersucht. 

 Xanthinoxidase Aktivität Assay 
Gefrorene Aortengewebeproben wurden in Precellys-Keramik-Kit-Röhrchen (1,4 mm, 0,5 ml) 

mit 150 µl Assay-Puffer homogenisiert und zentrifugiert. Die Proteinkonzentrationen wurden 

mittels BCA-Assay wie unter 3.5.4 beschrieben analysiert. 50 µl Proteinextrakt wurden mit dem 

Abcam Xanthine Oxidase Activity Assay Kit (ab 102522) gemäß den Anweisungen des Her-

stellers analysiert. Schließlich wurde die nachweisbare Xanthinoxidase-Aktivität auf die einzel-

nen Proteinkonzentrationen normalisiert, wie durch den BCA-Assay bestimmt. 

 Nitrat / Nitrit kolorimetrischer Assay 
Aortengewebeproben wurden in Precellys-Keramik-Kit-Röhrchen (1,4 mm, 2,0 ml) mit 300 µl 

PBS unter Verwendung des Precellys 24 Gewebehomogenisators homogenisiert und zentri-

fugiert. Anschließend wurde die überstehende Lösung ultrazentrifugiert und dann mit Microcon 

10 kDa Zentrifugalfiltern (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) ultrafiltriert. Schließlich wur-

den 50 µl des Ultrafiltrats aufgefangen und dem kolorimetrische Nitrat/Nitrit-Assay-Kit (Ca-

yman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) zur Messung der Gesamtnitrat/Nitrit-Konzentration, wie 

in der Anleitung des Herstellers beschrieben, zugeführt. 

 Blutdruckmessung 
Der Blutdruck wurde invasiv bei acht bis zehn Wochen alten MFS- und WT-Mäusen mit DSI 

PhysioTel PA-C10 Drucktransmittern (DSI, St. Paul, MN, USA) gemessen. Die Implantation 

der Sender erfolgte in tiefer Narkose, wie in Abschnitt 3.1 beschrieben. Die Transmitter wurden 

subkutan entlang der seitlichen Flanke platziert und der Druckmesskatheter wurde über die 

linke A. carotis eingeführt. Baseline-Messungen wurden kontinuierlich einen Tag nach der Im-

plantation des Senders über einen Zeitraum von 48 Stunden durchgeführt. Anschließend wur-

den Vehikel oder NO2-OA freisetzende Minipumpen implantiert und an zwei weitere Zeitpunk-

ten wurde 48-Stunden-Messungen durchgeführt (Tag 1 bis Tag 3 nach Beginn der Behandlung 

und Tag 4 bis Tag 6 nach Beginn der Behandlung). 

 Plasma Zytokin Array 
Das Blut wurde in tiefer Narkose durch kardiale Punktion entnommen, in heparinisierten Röhr-

chen gesammelt und anschließend für 10 Minuten bei 1300 x g zentrifugiert. 100 µl Plasma 

aus zwei Proben wurden mit dem Abcam Mouse Cytokine Antibody Array (ab133993) gemäß 



 

37 

den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Der Protein Array Analyzer von ImageJ wurde 

zur Quantifizierung der Spot-Intensitäten verwendet. 

 Statistische Analyse 
Die Daten werden als Mittelwert ± SEM angegeben. Der Shapiro-Wilk-Test und der Brown-

Forsythe-Test wurden verwendet, um auf Normalverteilung bzw. Gleichheit der Varianzen zu 

prüfen. Unterschiede zwischen den drei oder vier Gruppen wurden mittels ein- oder zweiseiti-

ger Varianzanalyse mit wiederholten Messungen (ANOVA) und Tukey-Test (post-hoc) bewer-

tet, wenn die Daten normal verteilt und die Varianzen gleich waren. Bei nicht normalverteilten 

Daten wurde der Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's post-hoc-Test durchgeführt. Bei ungleichen 

Varianzen wurde die Welch ANOVA mit Dunnett's T3 post-hoc-Test angewendet. Für den Ver-

gleich zwischen zwei Gruppen wurde eine zweifache ANOVA mit wiederholten Messungen mit 

Sidak's post-hoc Test oder ein ungepaarter t-Test verwendet (ergänzende Abbildung 2, die 

Daten waren normalverteilt und die Varianzen waren gleich, wie der Shapiro Wilk Test und der 

F-Test zum Vergleich der Varianzen zeigten). Wenn Datenpunkte in Analysen mit wiederholten 

Messungen fehlten, wurde eine Mixed-Effects-Modell-Analyse mit post-hoc Tukey's Test 

durchgeführt (Abbildung 9G, 10C und ergänzende Abbildung 6). Zur Bestimmung signifikanter 

Unterschiede in der Überlebensanalyse wurde der Log-Rank-Test (Mantel-Cox) mit post-hoc 

Bonferroni-Korrektur verwendet (Abbildung 10A). Ein Wert von P < 0,05 wurde als statistisch 

signifikant angesehen. Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 8.4.0 (Graph-

Pad Software, San Diego, CA, USA) durchgeführt. 
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4. Ergebnisse 

 NO2-OA verhindert das Fortschreiten der MFS-bedingten Aortenerkrankung 
Die Echokardiographie im Alter von 8 Wochen zeigte eine signifikante Dilatation der Aorten-

wurzel (AW) und der mittleren Aorta ascendens (MAA) sowie eine signifikant erhöhte Pulswel-

lengeschwindigkeit (PWG) des Aortenbogens bei MFS-Mäusen im Vergleich zu den WT-Wurf-

geschwistern. Nach vier Wochen, d. h. im Alter von 12 Wochen, wiesen MFS-Mäuse immer 

noch höhere Aortendiameter und PWG auf als Wildtypen (Abbildung 4A und B). Innerhalb 

dieser vier Wochen nahmen die Aortendiameter weiter zu und die PWG blieb bei MFS-Mäu-

sen, die mit dem Vehikel behandelt wurden, im Vergleich zu WT-Kontrollen konstant erhöht 

(Abbildung 4C). Eine vierwöchige NO2-OA-Behandlung verhinderte das Fortschreiten der AW- 

und MAA-Dilatation und reduzierte die PWG wieder auf WT-Niveau (Abbildung 4B und C). Um 

einen negativen Effekt von NO2-OA auf nicht pathologisch veränderte Aorta ascendens aus-

zuschließen, wurde eine weitere Kohorte 8 Wochen alter WT-Mäuse mit Vehikel oder NO2-OA 

vier Wochen lang behandelt. Echokardiographische Messungen des Aortendiameter ergaben 

keine Unterschiede zwischen den Gruppen (ergänzende Abbildung 2). 
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Abbildung 4: NO2-OA mildert die MFS-bedingte Aortendilatation und -versteifung. (A) Repräsentative 2D-echokar-
diographische Aufnahmen mit Durchmessermessungen an der Position der Aortenwurzel (AW) und der mittleren 
Aorta ascendens (MAA). Der Maßstabsbalken zeigt 1 mm. (B) AW-Durchmesser, MAA-Durchmesser und Pulswel-
lengeschwindigkeit (PWG) des Aortenbogens Baseline (im Alter von 8 Wochen) und nach vierwöchiger Behandlung 
mit NO2-OA oder Vehikel (im Alter von 12 Wochen). (C) Veränderungen durch 4-wöchige Therapie (8-12 Wochen 
Alter) der jeweiligen Messungen innerhalb eines Tieres. (n = 15-17 pro Gruppe). Die Daten sind als Mittelwert ± 
SEM angegeben. Die statistische Signifikanz wurde durch zweifache ANOVA mit wiederholten Messungen und 
Tukey's multiplem Vergleichstest (B), Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's multiplem Vergleichstest (C: AW und MAA) 
oder Welch ANOVA mit Dunnett's T3 multiplem Vergleichstest (C: PWG) bestimmt. ns = nicht signifikant, * p < 0.05, 
** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 

 NO2-OA vermindert die MMP-vermittelte Elastinfragmentierung 
Die Elastica-van-Gieson-Färbung (EVG) zeigte eine deutliche Fragmentierung des Elastins in 

Aortenschnitten von 12 Wochen alten, mit Vehikel behandelten MFS-Mäusen, während die 

elastischen Fasern in WT-Aorten kaum fragmentiert waren (Abbildung 5A und B). Im Einklang 

damit wiesen MFS-Mäuse signifikant höhere MMP-2/-9-Aktivität in der Aorta im Vergleich zu 

WT-Mäusen auf, wie die In-situ-Zymographie zeigte (Abbildung 5C und D). Die Gelatine-Zy-

mographie zeigte, dass die MMP-Überaktivierung in den MFS-Aorten auf eine erhöhte MMP-
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2-Aktivität zurückzuführen ist, während die MMP-9-Aktivität fast nicht nachweisbar war (Abbil-

dung 5E-F und ergänzende Abbildung 3A). Zusätzlich war die Expression von MMP-2 und -9 

mRNA in MFS-Aorten erhöht (Abbildung 5G). Die NO2-OA-Behandlung normalisierte die aor-

tale MMP-2/-9-mRNA-Expression und gelatinolytische Aktivität von MMP-2 (Abbildung 5C-G). 

Gleichzeitig wurden die Elastinfragmentierung in der Aorta deutlich reduziert (Abbildung 5A 

und B), was darauf hindeutet, dass NO2-OA den MMP vermittelten maladaptiven Strukturum-

bau hemmt. In Anbetracht der Tatsache, dass MMPs durch inflammatorische Zellen (insbe-

sondere Makrophagen) bei Aortendissektionen produziert werden können43, wurde die Leuko-

zyteninfiltration der Aorta ascendens histologisch untersucht. Sowohl Ly6G+ Neutrophile als 

auch F4/80+ Makrophagen waren kaum nachweisbar, was darauf hindeutet, dass Leukozyten 

nicht wesentlich zur MMP-Überproduktion in MFS-Aorten beitragen (ergänzende Abbildung 4). 

Abbildung 5: NO2-OA reduziert die MMP-vermittelte Elastinfragmentierung der Aorta in MFS-Mäusen. (A) Reprä-
sentative Bilder von Elastica-van-Gieson gefärbten Schnitten der Aorta ascendens und (B) durchschnittliche Anzahl 
von Elastinbrüchen pro 100 µm elastische Faser (n = 6-7 pro Gruppe). (C) Repräsentative In-situ-Zymographie 
Bilder (ein Maß für die MMP-2/-9-Aktivität) von Schnitten der Aorta ascendens und (D) entsprechende Quantifizie-
rung der MMP-2/-9-Aktivität der Aorta ascendens (gelatinolytische Fläche (hellgrün) als Prozentsatz der Aortenme-
dia). (n = 7 pro Gruppe). (E) Repräsentative Bilder von der Gelatine-Zymographie von Gewebeextrakten der Aorta 
ascendens, die pro-MMP-2/MMP-2-Aktivität zeigen (die Bauchaorta wurde als Negativkontrolle verwendet) und 
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Immunoblot-Analyse der GAPDH-Proteinexpression, die von einem separaten Gel stammt, das mit denselben Pro-
ben beladen wurde, die für die Zymographie verwendet wurden und (F) entsprechende Quantifizierung der MMP-
2-Aktivität im Verhältnis zur GAPDH-Proteinexpression und der MMP-2-Aktivität im Verhältnis zur pro-MMP-2-Ak-
tivität. (n = 6 pro Gruppe). (G) Quantifizierung der aortalen MMP-2 (links) und MMP-9 (rechts) mRNA-Expression. 
(n = 4-7 pro Gruppe). (A und C) Maßstabsbalken zeigt 50 µm. (B, D, F, G) Die Daten sind als Mittelwert ± SEM 
angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit Tukey's multiplem Vergleichstest (B, 
F) oder Welch ANOVA mit Dunnett's T3 multiplem Vergleichstest (D, G) ermittelt. ns = nicht signifikant, * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. 

 NO2-OA hemmt die Überaktivierung von ERK1/2 und Smad2 in der Aorta 
ascendens bei MFS-Mäusen 

Die MFS-bedingte MMP-Überexpression wird durch verstärkte ERK1/2-Signalgebung ange-

trieben30, die aus einer TGF-β-Überaktivierung resultiert26. In Übereinstimmung damit wurden 

bei MFS-Mäusen eine höhere Expression von TGF-β1 mRNA und erhöhte aktive TGF-β1- 

sowie TGF-β-Rezeptor (Tgfbr) 2 Proteinspiegel in der Aorta, im Vergleich zu WT-Wurfge-

schwistern gefunden, während die Tgfbr1/2 mRNA-Expression und die Tgfbr1-Proteinspiegel 

in MFS-Mäusen nicht verändert waren (Abbildung 6A-C). Entsprechend war die Phosphorylie-

rung von ERK1/2 in den MFS-Aorten erhöht, wie die Immunoblot-Analyse und Immunfluores-

zenzfärbung zeigen (Abbildung 6C-E). Weder die mRNA-Expression von TGF-β1 und Tgfbr1/2 

Expression noch die aktiven TGF-β1- und Tgfbr1/2-Proteinspiegel wurden durch die NO2-OA 

Behandlung beeinflusst (Abbildung 6A-C). Allerdings reduzierte NO2-OA signifikant die Phos-

phorylierung von ERK1/2 (Abbildung 6C-E). 

Zusätzlich wurde die Phosphorylierung von Smad2 analysiert, dem zentralen Vermittler der 

kanonischen TGF-β Signalisierung, sowie p38 und JNK, die an der nicht-kanonischen TGF-β-

Signalisierung beteiligt sind26. In Übereinstimmung mit früheren Daten26,99 war die Smad2-

Phosphorylierung (d. h. die Aktivierung) in MFS-Aorten im Vergleich zu WT signifikant erhöht, 

während die Phosphorylierung von p38 und JNK unverändert war. NO2-OA hemmte die 

Smad2-Phosphorylierung, hatte aber keine Auswirkungen auf die Phosphorylierung von p38 

und JNK (Abbildung 7A-C). Neben der oben beschriebenen Induktion der MMP-Expression 

und anschließenden Elastinfragmentierung hat sich gezeigt, dass eine TGF-β-Überaktivierung 

zu einer übermäßige Kollagenproduktion in der Aorta bei MFS führt32. Dementsprechend 

wurde eine erhöhte COL1A1 und COL3A1 mRNA- und Kollagenproteinexpression in MFS-

Aorten gefunden, während die NO2-OA-Behandlung den Gesamtkollagenproteingehalt signifi-

kant reduzierte (Abbildung 7D und E). 

STAT3 und PPARγ sind zwei weitere Angriffspunkte von NO2-OA87 mit möglicher Beteiligung 

bei MFS. Jedoch waren weder die STAT3-Phosphorylierung noch die mRNA-Expression von 

PPARγ und VSMC spezifischen PPARγ-Zielgenen (BMAL1, RGS5 und RHOBTB1) in den 

MFS-Aorten verändert und/oder durch NO2-OA beeinflusst (Abbildung 7F-H). 
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Abbildung 6: Die Phosphorylierung von ERK1/2, den Schlüsselvermittlern des nicht-kanonischen TGF-β-Signal-
wegs, ist in MFS-Aorten erhöht und wird durch NO2-OA gehemmt. (A) Quantifizierung der aortalen TGF-β1, TGF-
β-Rezeptor (R) 1 und TGF-β-Rezeptor (R) 2 mRNA-Expression. (n = 5-7 pro Gruppe). (B) Aktive TGF-β1-Spiegel 
in Gewebeproben der Aorta ascendens, bestimmt durch ELISA. (n = 7-8 pro Gruppe). (C) Repräsentative Immu-
noblots von TGF-β R1, TGF-β R2 und phospho(p)/total ERK1/2 in Gewebeproben der Aorta ascendens und ent-
sprechende Quantifizierungen der Proteinexpression. (n = 6 pro Gruppe). (D) Repräsentative pERK1/2-Immunflu-
oreszenzfärbungen von Schnitten der Aorta ascendens. Erste Spalte: Überblick über den gesamten Aortenquer-
schnitt. Zweite Spalte: DAPI-gefärbte Zellkerne (blau) und Elastin-Autofluoreszenz (grün). Dritte Spalte: pERK1/2-
Färbung (rot). Vierte Spalte: zusammengeführte Bilder (DAPI, pERK1/2 und Elastin-Autofluoreszenz). Maßstabs-
balken zeigt 50 µm. (E) Quantifizierung des pERK1/2-Proteinspiegels in der Aorta durch Immunfluoreszenzfärbung 
(pERK1/2-positive Fläche als Prozentsatz des Aortenmedia). (n = 6-7 pro Gruppe). (A, B, C, E) Die Daten sind als 
Mittelwert ± SEM angegeben. Die statistische Signifikanz wurde durch einseitige ANOVA mit Tukey's multiplem 
Vergleichstest (A: TGF-β 1 und TGF-β R2, C, E), oder Welch ANOVA mit Dunnett's T3 multiplem Vergleichstest 
(A: TGF-β R1, B) bestimmt. ns = nicht signifikant, * p < 0,05, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. 
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Abbildung 7: NO2-OA vermindert die Smad2-Aktivierung und die Kollagenablagerung in MFS-Aorten. (A, B, C, F) 
Repräsentative Immunoblots von phospho(p) Smad2/Gesamt-Smad2/3 (A), phospho(p)/Gesamt-p38 (B), phos-
pho(p)/Gesamt-JNK (C) und phospho(p)/Gesamt-SAT3 (F) in Gewebeproben der Aorta ascendens und entspre-
chende Quantifizierungen der Proteinexpression. (n = 6 pro Gruppe). (D) Quantifizierung der mRNA-Expression 
von COL1A1 und COL3A1 in der Aorta. (n = 5-7 pro Gruppe). (E) Quantifizierung des Gesamtkollagenspiegels in 
Gewebeproben der Aorta ascendens, bestimmt mit dem Total Collagen Assay Kit. (n = 5 pro Gruppe). (G und H) 
Quantifizierung der aortalen PPARγ- (G) und VSMC-spezifischen PPARγ-Zielgene (H; BMAL1, RGS5, RHOBTB1) 
mRNA-Expression. (n = 5-7 pro Gruppe). Die Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Die statistische Signifi-
kanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit Tukey's multiplem Vergleichstest (A, B, C, D, E, G, H: RGS 5) oder 
Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's multiplem Vergleichstest (F, H: BMAL1 und RHOBTB1) bestimmt. ns = nicht signi-
fikant, * p < 0,05, ** p < 0,01. 

 Die NOX-vermittelte ROS-Produktion und Apoptose ist in Marfan-Aorten er-
höht und wird durch NO2-OA abgeschwächt 

NOX ist ein ROS-erzeugendes Enzym, das durch ERK1/2 reguliert wird31 und mit einer MMP-

Überaktivierung und Elastinfragmentierung in Verbindung gebracht wird25,100. Dementspre-

chend waren die NOX-mRNA-Expression und Proteingehalt in MFS-Aorten im Vergleich zur 

WT-Kontrollgruppe erhöht, was durch qPCR, Immunoblot-Analyse und Immunfluoreszenzfär-

bung von NOX2 (auch bezeichnet als gp91phox), der katalytischen Untereinheit von NOX, 

nachgewiesen wurde. NO2-OA reduzierte signifikant die NOX-mRNA- und Proteinexpression 
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(Abbildung 8A-D). Zum Nachweis der funktionellen Bedeutung der NOX-Hochregulierung, 

wurde eine DHE-Färbung durchgeführt. Hier wiesen MFS-Mäuse höhere ROS-Level in der 

Aorta auf als WT-Kontrollen, während die NO2-OA-Behandlung die MFS-bedingte ROS-Über-

produktion verringerte (Abbildung 8E und F). Neben NOX spielt auch die Xanthinoxidase (XO), 

die durch NO2-OA in-vitro gehemmt wird80, an der MFS-bedingten ROS-Überproduktion und 

der vasomotorischen Dysfunktion in späteren Krankheitsstadien eine Rolle37. Um zu untersu-

chen, ob NO2-OA die XO-Aktivität in MFS-Aorten beeinflusst, wurde Aortengewebe auf Ver-

änderungen der XO-Aktivität untersucht. Die XO-Aktivität in den Aorten von NO2-OA-behan-

delten MFS-Mäusen war im Vergleich zu Wildtypen signifikant reduziert und fast signifikant 

reduziert im Vergleich zu Vehikel-behandelten MFS-Mäusen (p = 0,071), während keine Un-

terschiede zwischen WT-Kontrollen und Vehikel-behandelten MFS-Mäusen beobachtet wer-

den konnten (Abbildung 8G). ROS sind potente Induktoren der VSMC-Apoptose38, von denen 

kürzlich gezeigt wurde, dass sie den TGF-β-abhängigen Progress des Aortenaneurysmas bei 

MFS vorantreibt34 . Dementsprechend wurden erhöhte Werte des Apoptosemarkers gespal-

tene (aktivierten) Caspase3 in MFS-Aorten gefunden. Die Behandlung mit NO2-OA verringerte 

signifikant die Menge an gespaltener und somit aktivierter Caspase3, was mit der hemmenden 

Wirkung auf die ERK1/2-Aktivierung und die ROS-Produktion erklärt werden kann (Abbildung 

8H). 
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Abbildung 8: MFS-bedingte ROS-Überproduktion in der Aorta durch NOX und Apoptose werden durch NO2-OA-
Behandlung abgeschwächt. (A) Aortale NOX2-mRNA-Expression. (n = 4-7 pro Gruppe). (B) Repräsentative Immu-
noblots von NOX2 in Gewebeproben der Aorta ascendens und Quantifizierung der NOX2-Proteinexpression in der 
Aorta. (n = 6 pro Gruppe). (C) Repräsentative NOX2-Immunfluoreszenzfärbungen von Schnitten der Aorta ascen-
dens. Erste Spalte: Überblick über den gesamten Aortenquerschnitt. Zweite Spalte: DAPI-gefärbte Zellkerne (blau) 
und Elastin-Autofluoreszenz (grün). Dritte Spalte: NOX2-Färbung (rot). Vierte Spalte: zusammengeführte Bilder 
(DAPI, NOX2 und Elastin-Autofluoreszenz). NOX2 steht für die katalytische Untereinheit von NOX. (D) Quantifizie-
rung des NOX2-Proteinspiegels in der Aorta durch Immunfluoreszenzfärbung (NOX2-positive Fläche als Prozent-
satz der Aortenmedia). (n = 6-8 pro Gruppe). (E) Repräsentative DHE-Färbung von Schnitten der Aorta ascendens 
und (F) Quantifizierung der ROS-Level in der Aorta (DHE-positive Fläche (rot) als Prozentsatz der Aortenmedia). 
(n = 7 pro Gruppe). (G) XO-Aktivitätswerte in Gewebeproben der Aorta ascendens, bestimmt mit dem XO-Aktivitäts-
Assay-Kit. (n = 5 pro Gruppe). (H) Repräsentative Immunoblots von gespaltener Caspase3 in Gewebeproben der 
Aorta ascendens und Quantifizierung der Proteinexpression von gespaltener Caspase3 in der Aorta. (n = 6 pro 
Gruppe). (C und E) Maßstabsbalken zeigt 50 µm. (A, B, D, F, G, H) Die Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. 
Die statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit Tukey's multiplem Vergleichstest (A, B) oder 
Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's multiplem Vergleichstest (D, F, G, H) bestimmt. ns = nicht signifikant, * p < 0,05, ** 
p < 0,01. 

 MFS-bedingte NOS2-Überaktivität wird durch NO2-OA über die Hemmung 
von NF-κB vermindert 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Oller et al.46 wurde eine Überexpression von 

NOS2 mRNA und Protein in MFS-Aorten im Vergleich zu WT-Aorten nachgewiesen (Abbil-

dung 9A-D). Außerdem lieferte der Nitrat/Nitrit kolorimetrischer Assay den Nachweis einer 
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MFS-bedingten NO-Überproduktion in der Aorta (Abbildung 9E). Die Immunfluoreszenzfär-

bung bestätigte eine Ko-Lokalisation von NOS2 und α-SMA, wie bereits beschrieben46, was 

darauf hindeutet, dass VSMCs für die NOS2 Überproduktion verantwortlich sind (Abbildung 

9B). Überraschenderweise war die NOS1-mRNA-Expression in MFS-Aorten leicht reduziert, 

während die NOS3-mRNA-Spiegel nicht verändert waren (Abbildung 9A). Die NO2-OA-Be-

handlung verringerte signifikant die aortale NOS2-Protein und mRNA-Expression sowie die 

Nitrit/Nitrat Konzentration, was auf eine verringerte NO-Produktion hindeutet. Die Behandlung 

hatte allerdings keinen Einfluss auf die NOS1 und NOS3 mRNA-Expression (Abbildung 9A-

E). In Übereinstimmung mit den gezeigten Ergebnissen ist NOS2 bekannt dafür, dass es 

hauptsächlich auf der Transkriptionsebene reguliert wird83. Einer der wichtigsten Regulatoren 

von NOS2 ist NF-κB83. Es ist bekannt, dass NO2-OA die Aktivierung von NF-κB durch Nitroal-

kylierung seiner Untereinheit p65 verhindert45. Daher wurde die Phosphorylierung von p65, 

einem Marker für die NF-κB-Aktivierung, im Aortengewebe quantifiziert und festgestellt, dass 

MFS-Mäuse in der Aorta erhöhte Werte von phosphorylierten p65 (pp65) im Vergleich zu WT-

Kontrollen aufwiesen, während die NO2-OA-Behandlung die Phosphorylierung von p65 nor-

malisierte (Abbildung 9F). NO2-OA hat durch seine hemmende Wirkung auf NF-κB in verschie-

denen präklinischen Krankheitsmodellen starke entzündungshemmende Eigenschaften ge-

zeigt62. Um die Rolle einer solchen entzündungshemmenden Wirkung im MFS zu bewerten, 

wurden Plasmaproben einem Zytokin-Array unterzogen. Dabei zeigte sich, dass keines der 22 

gemessenen Zytokine / Chemokine bei MFS-Mäusen verändert war oder signifikant von der 

NO2-OA-Behandlung beeinflusst wurde (ergänzende Abbildung 5). Dies deutet darauf hin, 

dass die NO2-OA-abhängige Modulation der Zytokinreaktion, die bei entzündlichen Zuständen 

beobachtet wurde, nicht zur schützenden Wirkung der Substanz im MFS beiträgt. 

Da NO ein potenter Mediator der Vasodilatation ist, haben wir den Blutdruck (BP) bei WT- und 

MFS-Mäusen vor und während der Behandlung mit NO2-OA oder Vehikel gemessen. In Über-

einstimmung mit einer früheren Studie101 wiesen MFS-Mäuse im Vergleich zu WT-Kontrollen 

keine veränderten Blutdruckwerte auf und die Behandlung mit NO2-OA beeinflusste den Blut-

druck weder bei MFS- noch bei WT-Mäusen (Abbildung 9G und ergänzende Abbildung 6). 

Diese Daten stimmen mit der Hypothese überein, dass die NO Überproduktion bei MFS auf 

die erkrankte Aorta ascendens beschränkt ist, aber nicht die Widerstandsarterien, die für die 

Blutdruckregulation verantwortlich sind, betrifft. 
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Abbildung 9: NO2-OA vermindert die NOS2-Expression und NO-Produktion in MFS-Aorten durch Hemmung von 
NF-κB. (A) mRNA-Expression von NOS1, NOS2 und NOS3 in der Aorta. (n = 5-7 pro Gruppe). (B) Repräsentative 
NOS2- und α-SMA-Immunfluoreszenz-Ko-Färbungen von Schnitten der Aorta ascendens. Erste Spalte: Überblick 
über den gesamten Aortenquerschnitt. Zweite Spalte: DAPI-gefärbte Zellkerne (blau). Dritte Spalte: NOS2 (rot) und 
α-SMA (grün) Färbungen. Vierte Spalte: zusammengeführte Bilder (DAPI, NOS2 und α-SMA). Das grünen α-SMA-
Signals erforderte nur sehr kurze Belichtungszeiten, so dass die Autofluoreszenz von Elastin in diesen Färbungen 
nicht sichtbar ist. Maßstabsbalken zeigt 50 µm. (C) Quantifizierung der NOS2-Proteinkonzentration in der Aorta 
durch Immunfluoreszenzfärbung (NOS2-positive Fläche als Prozentsatz der Aortenmedia). (n = 6-8 pro Gruppe). 
(D und F) Repräsentative Immunoblots von NOS2 (D) und phospho(p)/total p65 (F) in Gewebeproben der Aorta 
ascendens und entsprechende Quantifizierung der Proteinexpression. (n = 6 pro Gruppe). p65 ist eine wesentliche 
Untereinheit von NF-κB. (E) Nitrat/Nitrit-Konzentrationen in der Aorta als indirekte Indikator der NO-Gewebespiegel 
(gemessen mit einem kolorimetrischen Nitrat/Nitrit-Assay-Kit). (n = 5-6 pro Gruppe). (G) Mittlerer Blutdruck. Die 
Messungen wurden kontinuierlich vor Beginn der Vehikel/NO2-OA-Behandlung (Ausgangswert: Tag -2 - Tag 0) und 
zu zwei Zeitpunkten danach (Tag 1 - Tag 3 und Tag 4 - Tag 6 nach Behandlungsbeginn) jeweils über einen Zeitraum 
von 48 Stunden durchgeführt. (n = 5-7; aufgrund von Senderdislokationen nach der Implantation der Minipumpe 
mussten die nachfolgenden Messungen von drei Mäusen ausgeschlossen werden). (A, C, D, E, F, G) Die Daten 
sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Die statistische Signifikanz wurde durch einseitige ANOVA (E, F) oder Mixed-
Effects-Modell-Analyse (G) mit Tukey's multiplem Vergleichstest, Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's multiplem Ver-
gleichstest (A: NOS1 und NOS3) oder Welch ANOVA mit Dunnett's T3 multiplem Vergleichstest (A: NOS2, C, D) 
bestimmt. ns = nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. In G konnten zu keinem Zeitpunkt signifikante 
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. 
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 NO2-OA verbessert das Überleben in einem beschleunigten Modell der 
MFS-bedingten Aortenerkrankung 

Um die Fähigkeit von NO2-OA zur Verbesserung der klinischen Ergebnisse bei MFS zu unter-

suchen, wurde ein beschleunigtes Modell der MFS-bedingten Aortenerkrankung, bei dem 

Fbn1 C1041G/+ Mäuse mit AT-II behandelt wurden, verwendet102. Die Verabreichung von AT-II 

aggravierte die Bildung von Aortenaneurysmen erheblich und führte zu einer drastischen 

Sterblichkeit aufgrund von Aortenrupturen bei Fbn1C1041G/+ Mäusen, was bei WT-Kontrollen 

nicht beobachtet wurde. Entscheidend ist, dass die Behandlung mit NO2-OA die Aortendilata-

tion deutlich verringerte und das Überleben signifikant verbesserte, was die therapeutische 

Wirksamkeit unterstreicht (Abbildung 10A-D). 

Abbildung 10: NO2-OA verbessert das Überleben in einem AT-II-beschleunigten Modell der Marfan-bedingten Aor-
tenerkrankung. (A) Überlebenskurven von MFS-Mäusen, die mit AT-II plus Vehikel oder NO2-OA behandelt wurden, 
und WT-Kontrollen, die mit AT-II plus Vehikel behandelt wurden. (n = 10 pro Gruppe). Die statistische Signifikanz 
wurde mittels Log-Rank-Test (Mantel-Cox) mit post-hoc Bonferroni-Korrektur bestimmt, was ein bereinigtes Signi-
fikanzniveau von P < 0,0167 ergab. (B) Repräsentative 2D-echokardiographische Bilder, aufgenommen nach drei-
wöchiger AT-II-Behandlung. Der Maßstabsbalken zeigt 1 mm. (C) AW- und MAA-Durchmesser zu Beginn (im Alter 
von 12 Wochen) und während der ersten drei Wochen der Behandlung. Da keine MFS-Mäuse, die mit AT-II plus 
Vehikel behandelt wurden, vier Wochen überlebten, wurden spätere Zeitpunkte von der Analyse ausgeschlossen. 
(n = 10 pro Gruppe bei Studienbeginn). (D) Zweiwöchige Änderungsrate der AW- und MAA-Durchmesser innerhalb 
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eines Tieres. (n = 4-9 pro Gruppe; die Unterschiede in den Gruppengrößen sind auf die unterschiedlichen Überle-
bensraten nach zwei Wochen zurückzuführen). (C, D) Die Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Die statis-
tische Signifikanz wurde durch Mixed-Effects-Modellanalyse (C) und einseitige ANOVA (D: AR) mit Tukey's multip-
lem Vergleichstest oder Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's multiplem Vergleichstest (D: MAA) ermittelt. ns = nicht sig-
nifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.  
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5. Diskussion  
In der vorliegenden Arbeit konnte der protektive Effekt von nitrierten Fettsäuren auf die Ent-

stehung von Aortenaneurysmen im Rahmen des Marfan-Syndroms gezeigt werden. Somit war 

es möglich die in der Einleitung formulierten Hypothesen zu bestätigen. Es zeigte sich nicht 

nur eine Reduktion des Aortendiameters und der Wandsteifigkeit, sondern auch eine signifi-

kante Verbesserung des Überlebens im akzelerierten Marfan-Syndrom Mausmodell. Der pro-

tektive Effekt von NO2-OA wurde durch eine Inhibition von ERK1/2, Smad2 und NF-κB und 

einer daraus resultierenden reduzierten MMP-abhängigen Spaltung elastischer Fasern sowie 

einer reduzierten aortalen Apoptose vermittelt 

 Effekte von nitrierten Fettsäuren auf den Phänotyp des Marfan-Syndroms 
Es konnte gezeigt werden, dass NO2-OA auf phänotypischer Ebene nicht nur das Wachstum 

des Aortenaneurysmas reduziert, sondern ebenfalls die Wandsteifigkeit verringert. Der protek-

tive Effekt beruht auf einer Inhibition des ERK Signalings sowie der verminderten Expression 

von NOS2. Aus der erhöhten Wandsteifigkeit, einhergehend mit der erhöhten PWG, resultiert 

eine vermehrte Belastung der Gefäßwand in Form von Scherkräften, welche den Progress des 

TAAs weiter vorantreiben103. 

Neben dem nicht-kanonischen TGF-β Signalweg wird durch NO2-OA ebenfalls, wie bereits in-

vivo demonstriert, eine verminderte Signalübertragung des kanonischen Signalwegs, einher-

gehend mit reduzierter Fibrose und Kollagenbildung, vermittelt79. 

Zwischen NO2-OA behandelten Wildtypen und einer Vehicle behandelten Kontrollgruppe 

konnten keine relevanten phänotypischen Unterschiede gezeigt werden, weder hinsichtlich 

der aortalen Diameter noch der PWG. Daraus kann gefolgert werden, dass NO2-OA keinen 

Effekt auf WT-Mäuse sowie nicht pathologisch verändertes aortales Gewebe hat. 

 Einfluss von NO2-OA auf das dysregulierte TGF-β Signaling 
Mechanistisch konnte der Reduktion des dysregulierten TGF-β Signalwegs eine zentrale Rolle 

zugeordnet werden. Hier ist sowohl die kanonische als auch die nicht-kanonische Signal-

kaskade von Bedeutung. In früheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass in-vitro 

durch NO2-OA sowohl die Phosphorylierung von Smad2 als auch ERK1/2 vermindert wird, 

woraus eine geringere Aktivität und reduzierte Signalweiterleitung der Signalkaskade resul-

tiert79,88. 

Einer der wichtigsten Signalwege, der in großen Teilen zur Entwicklung des TAAs im Rahmen 

des MFS beiträgt und eine zentrale Rolle im Progress einnimmt, ist der nicht-kanonische TGF-

β Signalweg26. Bisher war bekannt, dass NO2-OA die Phosphorylierung von ERK1/2 in-vitro in 

VSMCs reduziert88. Dieser Effekt konnte nun zum ersten Mal in-vivo, in einem murinen MFS 

Modell, nachgewiesen werden. Dies stellt einen zentralen Mechanismus im Wirkungsprinzip 
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von Nitroalkenen in der Aortenpathologie des MFS dar. Derzeit ist der konkrete Wirkmecha-

nismus von NO2-OA auf ERK1/2 noch nicht abschließend geklärt und wird weiterhin diskutiert. 

Vermutet wird aufgrund der vorliegenden Daten eine kovalente Bindung von Nitroalkenen an 

einen Cystein Rest (Cys166) in der ATP Bindungsstelle von ERK1/2104. Aus dem verminderten 

ERK Signaling resultiert eine verminderte Expression von NOX und damit einhergehend eine 

Reduktion der NOX-abhängigen ROS-Produktion25,79. Da ROS wiederum MMPs aktivieren, 

konnte übereinstimmend mit diesen Ergebnissen eine verminderte MMP-Aktivität in MFS-Aor-

ten nachgewiesen werden79,100. So kann durch die verminderte MMP-Aktivität entscheidender 

Weise das dysregulierte TGF-β Signaling reduziert werden und der zuvor in Kapitel 2.1.5 auf-

gezeigte Teufelskreis der MMP Aktivierung durchbrochen werden. Zusätzlich hat die aktivierte 

ERK Signalkaskade auch einen direkten, transkriptionellen Einfluss auf die Expression von 

MMPs29. Dieser Einfluss kann direkt und durch reduzierte Phosphorylierung durch NO2-OA 

von ERK1/2 inhibiert werden30,76. Dies trägt maßgeblich dazu bei, dass das strukturelle Remo-

deling durch Spaltung elastischer Fasern der Aorta reduziert wird. 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass durch NO2-OA Behandlung die Menge 

an aktivem TGF-β nicht beeinflusst wird. Auch in Bezug auf die mRNA Expression und das 

Proteinlevel des Tgfbr1 und Tgfbr2 zeigte sich keine wesentliche Veränderung. Daraus lässt 

sich schlussfolgern, dass sich die Wirkung von NO2-OA auf das inhibierte ERK Signaling kon-

zentriert. 

Es ist bekannt, dass das gesteigerte TGF-β Signaling beim MFS über den kanonischen Sig-

nalweg zu einem verstärkten profibrotischen Remodeling einhergehend mit einer erhöhten 

Wandsteifigkeit führt32. Für NO2-OA ist ein Effekt auf diese Signalkaskade bekannt. Rudolph 

et al. konnten zeigen, dass Nitroalkene durch eine reduzierte Phosphorylierung von Smad2 

das profibrotische Remodeling reduzieren, indem die Smad2 abhängige Kollagenexpression 

reduziert wird79. Diese Ergebnisse wurden in unserem Modell ebenfalls bestätigt. MFS-Mäuse 

zeigten erhöhte Smad2 Aktivität sowie vermehrte Kollagen Expression und eine erhöhte PWG, 

welche sich nach 4-wöchiger Therapie mit NO2-OA nahezu auf Wildtyplevel reduzierten. Nicht 

nur der molekularbiologische Effekt, sondern ebenfalls die daraus resultierenden Veränderun-

gen des Phänotyps sind von großer Bedeutung, da gezeigt werden konnte, dass aus einer 

erhöhten Wandsteifigkeit Stress auf die Gefäßwand in Form von Scherkräften resultiert103. 

Auch beim Menschen konnte gezeigt werden, dass durch die vermehrte Synthese von Kol-

lagen in Folge des erhöhten Smad2 Signaling die PWG gesteigert wird. Diese erhöhte PWG 

in Folge der steiferen Gefäßwand kann dabei als ein prognostischer Faktor für das Wachstum 

des TAAs gewertet werden105. 
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 NF-κB Überaktivität als weiterer Progressionsfaktor des TAAs 
Eine Schlüsselfunktion von NO2-OA stellt die Inhibition des NF-κB-Signalwegs dar. Da diese 

Signalkaskade ebenfalls im MFS fehlreguliert ist, ist dies ein weiterer Angriffspunkt in der Pa-

thophysiologie des TAAs im Rahmen des MFS. 

Cui et al. konnten für den Effekt von NO2-OA auf eine verminderte transkriptionelle Aktivität 

von NF-κB eine kovalente Bindung in Form von Nitroalkylation und einer damit einhergehen-

den reduzierten DNA-Bindungsaffinität nachweisen45. Aus den von uns erhobenen Daten 

konnte ein NF-κB-vermittelter Effekt auch beim MFS abgeleitet werden. Es wurde eine erhöhte 

Phosphorylierung der katalytischen Untereinheit p65 des Transkriptionsfaktors NF-κB im MFS-

Aorten nachgewiesen, welche durch NO2-OA reduziert wurde. 

Durch Oller et al. konnte 2017 gezeigt werden, dass im Rahmen des MFS eine NF-κB getrig-

gerte NOS2-Überexpression entsteht. In diesem Zusammenhang kommt es zu einer massiv 

erhöhten NO-Produktion, welche in einer vasomotorischen Dysfunktion resultiert46. Ein weite-

rer Aspekt der NOS2-Überproduktion ist die Tatsache, dass es durch die vermehrte Aktivität 

zu einer vermehrten NOS2-Entkopplung kommt77, woraus eine erhöhte Produktion von Super-

oxiden resultiert106. Diese Superoxide können, wiederum durch Reaktionen mit NO zu Pero-

xinitrit reagieren, welche durch Nitrotyrosition und oxidative Modifikationen wieder potenziell 

MMPs aktivieren können107. 

Durch die vorliegende Studie konnten diese Ergebnisse bestätigt werden. Es konnte ebenfalls 

gezeigt werden, dass es im MFS zu einer NOS2 Überexpression kommt, welche durch eine 

Therapie mit NO2-OA reduziert werden kann. Auch die Nitrat / Nitrit Spiegel, welche ein indi-

rekter Marker für die NO-Produktion sind, waren im MFS erhöht. Interessanterweise konnte 

kein Effekt auf NOS3 nachgewiesen werden, jedoch eine leicht verminderte Expression der 

NOS1. Die Ursache hierfür ist nicht bekannt, es lässt sich allerdings eine kompensatorisch 

verminderte Expression der NOS1 aufgrund der stark vermehrten Expression der NOS2 ver-

muten. 

Der Mechanismus hinter der erhöhten NF-κB Aktivität im MFS scheint auf eine gestörte Inter-

aktion zwischen der Metalloproteinase ADAMTS1 und dem Fibrillin zurückzuführen zu sein46. 

So kommt es zu einer Instabilität der Metalloproteinase und einer damit einhergehenden Ak-

kumulation seiner Substrate, wodurch es wiederum zu einer Aktivierung von NF-κB kommen 

kann46. Neben der MFS-bedingten Dysfunktion von ADAMTS1 kann NF-κB ebenfalls durch 

eine erhöhte Produktion von ROS aktiviert werden48. Da die vermehrten Expression der NOS2 

zu einer erhöhten ROS-Produktion durch Entkopplung führen kann106, kann es im Sinne eines 

Teufelskreises zu einer Auto-Aktivierung von NF-κB durch ROS kommen. 

Da NO2-OA durch seine hemmende Wirkung auf NF-κB in verschiedenen präklinischen Krank-

heitsmodellen starke entzündungshemmende Eigenschaften gezeigt hat62, wurde in diesem 
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Zusammenhang ebenfalls der Einfluss von NO2-OA auf die Expression von systemisch zirku-

lierenden Chemo- und Zytokinen, als Indikator für eine Inflammation, untersucht. Hier konnte 

festgestellt werden, dass keines der von uns untersuchten Chemo- und Zytokine im MFS re-

guliert war oder durch NO2-OA beeinflusst wurde. Daher wird vermutet, dass dieser Effekt von 

NO2-OA nicht protektiv zur Entwicklung des TAAs beiträgt. In einem nächsten Schritt konnte 

zudem gezeigt werden, dass durch die Applikation von NO2-OA die NO Produktion beeinflusst 

wird. Hier konnte die vermehrte Bildung von NO durch NO2-OA reduziert werden. Um zu über-

prüfen, ob die durch NO2-OA reduzierte Expression von NOS2 Auswirkungen auf die systemi-

sche Zirkulation hat, wurde eine invasive Blutdruckmessungen durchgeführt. Hier zeigte sich, 

wie in einer anderen Studie bereits beschrieben, initial kein Unterschied zwischen WT und 

MFS Mäusen101. Deshalb kann aus den nach NO2-OA Applikation zu mehreren Zeitpunkten 

gemessenen ebenfalls gleichen Werten geschlussfolgert werden, dass sich die NO-Überpro-

duktion auf die pathologisch veränderte Aorta beschränkt und keinen systemischen Effekt hat. 

Diese Ergebnisse werden noch einmal dadurch bestätigt, dass NF-κB ein bekannter Induktor 

der NOS2 ist83 und es so zu einer vermehrten Expression im Rahmen aortaler Pathologien 

kommt46. 

Ein zusätzlicher NF-κB unabhängiger Mechanismus zur Induktion von MMP ist die Leukozy-

teninfiltration. Es konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass in abdominellen Aorten-

aneurysmen Leukozyten, vor allem Makrophagen, in die Gefäßwand einwandern43. Da NF-κB 

bekanntermaßen proinflammatorisch wirkt44, könnte dieser Mechanismus der inflammatori-

schen Leukozyteninfiltration ebenfalls Angriffsfläche für NO2-OA bieten. Im Gegensatz dazu 

konnte in unseren murinen MFS Modell kaum Leukozyteninfiltration beobachtet werden, wo-

raus geschlussfolgert werden kann, dass dieser Mechanismus nicht zum protektiven Effekt 

von NO2-OA beiträgt. Dies ist interessant, da nitrierte Fettsäuren durch ihre antiinflammatori-

sche Wirkweise beispielsweise auch die Migration von Leukozyten durch verminderte Expres-

sion des Adhäsionsmoleküle ICAM-1 reduzieren91 und so prinzipiell Potenzial für eine Modu-

lation dieses Mechanismus aufweisen. 

Abschließend lässt sich daher sagen, dass das dysregulierte nicht-kanonische TGF-β Sig-

naling und die vermehrte NF-κB Aktivität miteinander einhergehen. Durch die NOS2 Überak-

tivität können NO und Superoxide gebildet werden, welche wiederum in der Lage dazu sind, 

MMPs zu aktivieren46. Hierdurch kommt es wiederum zu einer vermehrten Freisetzung von 

TGF-β durch Degradierung der EZM durch MMPs29. Dies treibt wiederum den nicht-kanoni-

schen Signalweg an und kann über ERK1/2 vermittelte Aktivierung von NOX und damit einhe-

gender NOX-bedingter ROS-Produktion zu einer Aktivierung von NF-κB führen31,48. 

 Reduktion der ROS-Produktion durch NO2-OA 
Die Ergebnisse zeigen, dass durch NO2-OA die Produktion von ROS in MFS-Aorten gesenkt 

werden kann. Dieser Effekt scheint multifaktoriell und durch mehre verschiedene Mediatoren 
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vermittelt zu werden. ROS nehmen eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des MFS ein, 

da sie eine Art Verbindungsstelle zwischen den zuvor beschriebenen ERK1/2- und NF-κB Sig-

nalkaskaden darstellen sowie potente Aktivatoren und Induktoren von Apoptose sind. 

Auf der einen Seite ist bekannt, dass MMPs durch ROS aktiviert werden können100. Durch die 

vermehrte Aktivität von MMPs wird wiederum die Spaltung elastischer Fasern in der EZM vo-

rangetrieben20 und in ihr gespeichertes TGF-β wird freigesetzt8 und aktiviert. Daraus resultiert 

eine gesteigerte Aktivierung des nicht-kanonische TGF-β Signalwegs , was wiederum zu einer 

weiteren erhöhten ROS-Produktion durch NOX Induktion führt79. Da auf der anderen Seite 

bekannt ist, dass ROS ebenfalls NF-κB aktivieren können47, stellt sich hier zusätzlich ein wei-

terer Signalweg dar, der im Sinne eines Kreislaufs über die NF-κB Aktivierung zu einer gestei-

gerten ROS-Produktion führt48. Da NF-κB ein kritischer Regulator der NOS2 ist83, führt die 

Inhibition von NF-κB zu einer Reduktion der Expression dieses Enzyms. Durch die aus der 

NOS2-Überaktivität entstehende Entkopplung dieses Enzyms können wiederum ROS gene-

riert werden106. So entsteht ein weiterer Kreislauf der Autoregulation, der die Produktion von 

ROS im Rahmen des MFS weiter vorantreibt. 

Neben dem Einfluss auf die NO-Produktion besitzen nitrierte Fettsäuren noch weitere Mög-

lichkeiten, sich auf die ROS-Produktion auszuwirken. Es ist bekannt, dass NO2-OA kovalent 

an die XO bindet und somit entscheidend die ROS-Produktion senkt80. Übereinstimmend mit 

diesen Daten, konnte gezeigt werden, dass im murinen MFS Modell die ROS-Produktion ge-

senkt werden konnte. Dies war multifaktoriell bedingt, da auf der einen Seite ein reduziertes 

ERK Signaling und auf der anderen Seite eine verminderte Aktivität von NF-κB nachgewiesen 

werden konnte. Interessanterweise konnte auch eine Reduktion der Aktivität der XO durch 

NO2-OA, wie bereits in der Literatur in-vitro vorbeschrieben80, in MFS-Aorten detektiert wer-

den. Dies scheint ein weiterer Mechanismus zu sein, durch den NO2-OA die Bildung von ROS 

reduziert und somit den oxidativen Stress senkt. Obwohl dieser Signalweg nur eine unterge-

ordnete Rolle im Rahmen der Aortenerkrankung des MFS zu spielen scheint, welche erst in 

einem späteren Krankheitsstadium an Bedeutung gewinnt37, könnte dies einen weiteren Me-

chanismus darstellen, über den NO2-OA die MMP Aktivierung100 sowie VSMC Apoptose38 ver-

ringert. 

Zusätzlich zu den beschriebenen bereits im MFS etablierten Signalwegen zur Generation von 

ROS können diese ebenfalls durch antioxidative Mechanismen abgefangen werden77. Hier 

stellt die Superoxid-Dismutase einen der wichtigsten Mechanismen dar78. Da bekannt ist, dass 

durch Nrf2 eine Induktion dieses Enzyms generiert werden kann und NO2-OA nachweislich 

die Aktivität von Nrf2 steigert70, stellt dies einen weiteren potenziellen Mechanismus dar, der 

einen protektiven Effekt von NO2-OA via Reduktion von ROS Leveln vermittelt. Dieser Aspekt 

des antioxidativen Stoffwechsels wurde nicht untersucht und stellt damit eine weitere Option 

und eine Perspektive für zukünftige Studien dar.  
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 Effekt von NO2-OA auf das akzelerierte Marfan-Syndrom Modell 
Fbn1C1041G/+ Mäuse weisen insgesamt ein relativ langsames Aneurysma-Wachstum auf und 

bieten spontan keine aortalen Komplikationen, wie Dissektion oder Ruptur. Um zu untersu-

chen, ob die NO2-OA-Behandlung auch solche klinisch relevanten Endpunkte reduzieren 

kann, wurde ein akzeleriertes MFS-Mausmodell genutzt, in welchem Fbn1C1041G/+ Mäuse durch 

hochdosierte Dauerinfusion von Angiotensin-II zusätzlich gestresst wurden102. In diesem Mo-

dell konnte ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Mortalität durch aortale Rupturen zwi-

schen NO2-OA-behandelten Mäusen und ihren Vehikel-behandelten Wurfgeschwistern ge-

zeigt werden. 

Es ist bekannt, dass NO2-OA bei Mäusen bei einer AT-II induzierten Hypertonie positive Ef-

fekte über eine Wirkung am Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1 haben und die Kontraktion von 

VSMCs reduzieren, ohne dabei die Bindung von Angiotensin-II am Rezeptor zu verhindern85. 

Vor diesem Hintergrund lässt sich vermuten, dass es sich um einen kombinierten Effekt aus 

einer Reduzierung des Blutdrucks im Rahmen des veränderten Ca2+ Haushaltes durch NO2-

OA, als auch aus dem veränderten maladaptiven Remodeling der Aorta durch Inhibierung von 

ERK1/2, Smad2 und NF-κB handelt, was mit einer reduzierten ROS-Produktion und VSMC 

Apoptose vergesellschaftet ist. Zu welchen Anteilen welcher Mechanismus den positiven be-

obachteten Effekt allerdings vermittelt, bleibt unklar und stellt eine Fragestellung für zukünftige 

Arbeiten dar. Aufgrund der überzeugenden Effekte von NO2-OA auf das maladaptive Remo-

deling im Rahmen des MFS und der Tatsache, dass nach Applikation von NO2-OA kein Un-

terschied in den systemisch gemessenen Blutdrücken von MFS- und WT Mäusen verursacht 

wurde, ist davon auszugehen, dass der Effekt auf das maladaptive Remodeling den Effekt auf 

die Blutdruckregulation überwiegt.  

 NO2-OA als potenzieller therapeutischer Ansatz 
Trotz des wissenschaftlichen Fortschrittes und der sich stetig weiterentwickelnden Möglichkei-

ten ist die genaue Pathophysiologie des Marfan-Syndroms noch nicht bis ins Detail entschlüs-

selt. Nach Diagnose dieses Syndroms sind die therapeutischen Optionen, die diese Patient*in-

nen haben, noch stark limitiert55. In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte gezeigt 

werden, dass eine pharmakologische Inhibition mehrerer der im Vorfeld genannten Signal-

kaskaden den Progress des Aortenaneurysmas reduziert. 

Habashi et al. zeigten 2006, dass sich durch die Gabe eines TGF-β neutralisierenden Antikör-

pers der Progress des Aortenaneurysmas auf Wildtyp-Level reduzieren lässt99. Auch die Inhi-

bition des TGF-β Signalings durch Gabe des Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1 Inhibitors Losartan 

konnte im Mausmodell eine signifikante Reduktion des TAAs erzielen99. Für einen positiven 

Effekt auf das Aortenaneurysma zeigten Holm et al. 2011, dass sich durch eine Inhibition von 

ERK1/2 durch den spezifischen MEK Inhibitor RDEA119, die Aktivität des nicht-kanonischen, 

nicht aber des kanonischen TGF-β Signalwegs reduzieren lässt und daraus ein verminderter 
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Progress des Aortenaneurysmas resultierte26. In Bezug auf NOX zeigten Emrich et al. 2019, 

dass durch die Therapie von Mäusen mit dem unspezifischen NADPH Oxidase Inhibitor 

Apocynin der Progress des Aortenaneurysmas auf Wildtyp-Niveau reduziert werden kann25. 

Auch für die Inhibition von MMPs konnte gezeigt werden, dass durch eine Inhibition mittels 

Doxycyclin, einen unspezifischen MMP Inhibitor mit besonderer Auswirkung auf MMP-2 und -

9, das Aneurysma-Wachstum reduziert werden kann. Durch die verminderte MMP Aktivität 

konnte in einem weiteren Schritt gezeigt werden, dass durch die reduzierte Spaltung von elas-

tischen Fasern, die Freisetzung von aktivem TGF-β und so vor allem der nicht-kanonische 

TGF-β Signalweg reduziert werden kann29. Wie bereits erwähnt, konnten Oller et al. 2017 zei-

gen, dass durch eine Inhibition der NOS2 mittels des spezifischen Inhibitors 1400W die Pro-

duktion von NO massiv gesenkt werden konnte. Dieser Effekt zeigte sich sowohl in-vitro in 

VSMCs, als auch in-vivo in Form einer signifikanten Reduktion des TAAs in MFS Mäusen46. 

Da die Apoptose von VSMCs in der Aortenwand zusätzlich eine treibende Kraft in der Entwick-

lung des TAAs im Rahmen des MFS darstellt, ist dies ebenfalls ein möglicher Ansatzpunkt für 

eine spezifische Therapie. In-vivo konnte gezeigt werden, dass die Apoptoserate im TAA beim 

MFS erhöht ist. Durch eine spezifische Therapie mit dem Pan-Caspase Inhibitor Q-VD-OPh 

konnte in-vivo eine signifikante Reduktion des TAAs in MFS Mäusen erzielt werden34. 

Von all den aufgezählten Inhibitoren stellte die Inhibition des TGF-β Signalings durch Blockade 

des Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1 durch Losartan die vielversprechendste therapeutische Op-

tion dar. Trotz dieser vielversprechenden Resultate aus den Tierversuchen, konnte in mehre-

ren randomisierten, doppelt verblindeten Studien kein oder nur ein geringer Unterschied zur 

Standardtherapie mit Beta-Blockern nachgewiesen werden. In einer 2014 im New England 

Journal of Medicine veröffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass es keine signifikanten 

Unterschiede zwischen einer Therapie mit Atenolol, einem Beta-Blocker, und Losartan, einem 

AT-II-Rezeptor 1 Antagonisten, gab – weder in Bezug auf den Progress des Aortenaneurys-

mas noch auf das Überleben in Bezug auf eine Operation an der Aorta, Tod oder Dissektion, 

innerhalb von 3 Jahren108. Ein ähnliches Ergebnis konnten Milleron et al. 2015 zeigen. Durch 

eine Therapie mit Losartan konnte zwar der Blutdruck der Patient*innen gesenkt werden, dies 

wirkte sich aber nicht positiv auf die Entwicklung des Aortenaneurysmas aus. Daraus schluss-

folgern die Autoren, dass die Standardtherapie mit Beta-Blockern weiterhin beibehalten wer-

den sollte109. Zu etwas anderen Ergebnissen kamen Mullen et al., welche die Auswirkungen 

von Irbesartan, einem langwirksamen AT-II-Rezeptor 1 Inhibitor, untersuchten. Hier konnte vor 

allem bei jungen Patient*innen eine Reduktion des TAAs im Vergleich zur Standardtherapie 

gezeigt werden110. Eine Metaanalyse, welche den Nutzen von AT-II Rezeptorblockern unter-

suchte, kam ebenfalls zu dem Ergebnis, dass AT-II Rezeptorblocker als zusätzliche Therapie 

zum Betablocker gegeben werden sollten, um so einen maximalen Effekt der Verlangsamung 
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des Progresses des TAAs zu erzielen. Jedoch konnte kein Benefit für die Patient*innen in 

Bezug auf die Entstehung von Komplikationen oder Operationen festgestellt werden57. 

Bis heute existiert keine Substanz, für die nachgewiesen wurde, dass sie einen spezifischen 

Effekt auf den Progress des TAAs im MFS hat und von klinischer Relevanz ist. Daher stellt 

NO2-OA einen vielversprechenden, multimodalen Therapieansatz dar. Es wird vermutet, dass 

ein klinisch wirksames Medikament, welches einen spezifischen Effekt hat, auf viele, in die 

Pathophysiologie des MFS involvierte Signalwege, einwirken sollte55. 

Aus einigen bereits erhobenen Daten ist bekannt, dass NO2-OA Einfluss auf drei Schlüssel-

signalwege in der Pathophysiologie des MFS nimmt. Auf der einen Seite wird die ERK Phos-

phorylierung reduziert88 sowie auch der kanonische TGF-β Signalweg durch eine Reduzierung 

der Smad2 Phosphorylierung79. Zusätzlich wird die transkriptionelle Aktivität von NF-κB redu-

ziert45. Durch die Bestätigung der Inhibition der zuvor erwähnten Signalwege in-vivo in einem 

MFS-Mausmodell ist anzunehmen, dass NO2-OA großes Potenzial besitzt in dieser Erkran-

kung ein wirksames Therapeutikum darzustellen.  

Neben den überzeugenden molekularen Mechanismen kommt dieser Substanz ebenfalls zu-

gute, dass sie durch eine einfache orale Einnahme, ähnlich wie die bisherige Standardthera-

pie, verabreicht werden kann und so klinisch wirksame Konzentrationen erreicht werden kön-

nen63. 

 Limitation des Modelles und Ausblick 
Trotz der vielversprechenden Ergebnisse weist das vorliegende Projekt einige Limitationen 

auf. Selbstverständlich muss in diesem Zusammenhang betont werden, dass es sich bei den 

Ergebnissen um ein murines Modell handelt, und obwohl dieses die humane Pathologie des 

TAAs gut widerspiegelt, eine sichere Übertragung auf den Menschen nicht gegeben ist. 

Wie bereits im Vorfeld erwähnt, wurde nur der phänotypische Aspekt der WT NO2-OA Kohorte 

untersucht und daraus geschlossen, dass sich aufgrund der nicht pathologisch regulierten Sig-

nalkaskaden im Gesunden, keine Veränderungen durch die Therapie mit NO2-OA zeigen. Um 

dies weiter zu verifizieren und die Qualität des Projektes weiter zu steigern, könnten die unter-

suchten Signalwege um eine die Gruppe der WT NO2-OA Tiere ergänzt werden. 

Eine weitere Limitation des Modells ist die Form der subkutanen Applikation. Obwohl diese 

Form eine sichere und zuverlässige Art der Applikation ist, bleibt die Pumprate der osmoti-

schen Pumpen bis ins letzte Detail ungenau. Die daraus resultierenden schwankenden Plas-

makonzentrationen könnten zu unterschiedlichen Effekten führen. Eine Kontrolle in Form von 

Messungen der Plasmakonzentrationen von NO2-OA und Beurteilungen der interindividuellen 

Unterschiede stellt eine weitere Perspektive für zukünftige Projekte dar. Zusätzlich kann die 

orale Anwendung auch im Mausmodell etabliert werden, um eine weitere, beim Menschen 

besser anwendbare, Applikationsform zu generieren. So würde eine weitere potentielle Feh-

lerquelle sowie Abweichungen zu anderen Studien63 eliminiert werden. 
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Eine der Fragestellungen ist die nach dem zentralen Wirkmechanismus von NO2-OA. Da NO2-

OA allerdings seine Wirkung über pleiotrope Effekte verursacht62, ist es schwierig den Effekt 

auf einen einzelnen Mechanismus zu beschränken. Leider ist nicht abschließend geklärt, ob 

die hier ausgesuchten zentralen Mechanismen im MFS wirklich zu dieser Reduktion des Phä-

notyps führen oder ob dieser Effekt auf einen oder mehrere neue und andere, bisher unbe-

kannte Mechanismen zurückgeführt werden kann. NO2-OA vermittelt seine Wirkung haupt-

sächlich durch Reaktionen mit Cystein-Resten, was ihnen ein weites Spektrum an möglichen 

Zielestrukturen bietet. Neben allgemeinen Wirkungen, wie auf NF-κB oder Nrf2, haben NO2-

OA ebenfalls zell- und organspezifische Zielstrukturen, auf die sie wirken62. In einem in-vitro 

Versuch mit humanen Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass unter Einfluss von NO2-OA 

ca. 450 Gene reguliert wurden, sowohl positiv als auch negativ111. Dies verdeutlicht noch ein-

mal wie vielfältig NO2-OA wirkt, da diese Vielzahl an regulierten Genen nur in einer Zelllinie 

beobachtet wurde, sodass sich eine noch größere Zahl an regulierten Genen im gesamten 

Organismus vermuten lässt. Um weitere mögliche Signalwege zu identifizieren, wurden neben 

gängigen Signalwegen, die im Marfan-Syndrom dysreguliert sind, auch Signalkaskaden, für 

welche eine Modulation durch nitrierte Fettsäuren (STAT3, PPARγ, p38, JNK76,79,87) bekannt 

sind, auf eine Veränderung hin untersucht. Hierbei konnten jedoch keine Regulationen festge-

stellt werden.  

 Schlussfolgerung 
Abschließend lässt sich sagen, dass durch Gabe von NO2-OA der Progress des TAAs in einem 

murinen Modell des MFS signifikant reduziert werden konnte. Zusätzlich konnte eine Reduk-

tion aortaler Komplikationen in einem akzelerierten MFS-Modell gezeigt werden. 

Der therapeutische Effekt von NO2-OA war hier vor allem auf eine Inhibition von ERK1/2, 

Smad2 und NF-κB zurückzuführen. Durch die Inhibition dieser überaktivierten Signalwege 

konnte das daraus resultierende Remodeling einhergehend mit einer gesteigerten aortalen 

Apopotserate, einer vermehrten MMP-katalysierten Fragmentierung von elastischen Fasern 

sowie einer verstärkten profibrotischen Kollagenexpression signifikant verringert werden. 

Zum heutigen Zeitpunkt existiert keine kausale spezifische pharmakologische Therapie für 

diese Erkrankung. Pharmakologische Inhibition einzelner Signalwege hat in bisherigen Stu-

dien nur zu einem unzureichenden Effekt geführt. Da NO2-OA auf unterschiedliche Signalmo-

leküle wirkt, die eine wichtige Rolle in der Pathogenese des MFS spielen, dadurch substanzi-

elle therapeutische Effekte erzielt und oral eingenommen werden kann, stellt diese Substanz 

eine neue, vielversprechende Therapiemöglichkeit für die Behandlung des MFS dar. 
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7. Anhang 

 Ergänzende Abbildungen 

 

ergänzende Abbildung 2: Echokardiografische Messungen des Aortendurchmessers bei mit NO2-OA behandelten 
Wildtypen. (A) AW- und MAA-Durchmesser zu Beginn (im Alter von 8 Wochen) und nach vierwöchiger Behandlung 
(im Alter von 12 Wochen). (B) Vierwöchige Veränderungsrate (8-12 Wochen Alter) der jeweiligen Messungen in-
nerhalb eines Tieres. (n = 6 pro Gruppe). Die Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Die statistische Signifi-
kanz wurde durch zweifache ANOVA mit wiederholten Messungen und Tukey's multiplem Vergleichstest (A) und 
ungepaarten t-Test (B) bestimmt. ns = nicht signifikant. 

ergänzende Abbildung 1: Analyse der Pulswellengeschwindigkeit (PWG). Der Abstand (d) zwischen den gepulsten 
Doppler-Signalen, die in der Aortenwurzel und im proximalen Teil der Aorta descendens aufgezeichnet wurden, 
wird durch die blaue Linie im B-Mode-Bild auf der linken Seite angezeigt. Die entsprechenden Doppler-Bilder sind 
auf der rechten Seite dargestellt. t1 und t2 stellen die Zeiten zwischen der EKG-Spitze der R-Welle und dem Ein-
setzen der Doppler-Wellenform der Aortenwurzel (t1) und der Aorta descendens (t2) dar, wie durch die blauen 
Linien angezeigt. Um die PWG des Aortenbogens zu erhalten, wurde der Abstand zwischen den beiden Dopp-
lermessungen (d) durch die Laufzeit der Pulswelle, d. h. die Differenz zwischen t2 und t1, dividiert. Die Skalenbalken 
zeigen 1 mm (links) und 20 ms (rechts). 
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ergänzende Abbildung 3: Ungeschnittene Gelatine-Zymographie und vollständige Immunoblots mit Schwerpunkt 
auf den für die Analyse verwendeten Banden. (A) ungeschnittene Gelatine Zymographie: Während die Banden, die 
die pro-MMP-2- und MMP-2-Aktivität widerspiegeln (durch rote Rechtecke gekennzeichnet), deutlich sichtbar sind, 
sind die Banden, die der pro-MMP-9- und MMP-9-Aktivität entsprechen (vorhergesagtes Molekulargewicht 92/82 
kDa), fast nicht nachweisbar. Die für die Zymographie verwendeten Proben wurden auf ein separates Gel geladen 
und einer Immunoblot-Analyse der GAPDH-Proteinexpression unterzogen, um eine gleichmäßige Proteinbeladung 
zu kontrollieren. (B) vollständige Immunoblots mit Schwerpunkt auf den für die Analyse verwendeten Banden: Nach 
dem Proteintransfer wurden die mit Ponceau gefärbten Membranen geschnitten und mit den entsprechenden An-
tikörpern inkubiert. Die nebeneinander angeordneten Banden stammen von denselben Membranen. Die im Manu-
skript dargestellten repräsentativen Spuren sind durch rote Rechtecke gekennzeichnet. 
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ergänzende Abbildung 4: Leukozyteninfiltration der Aorta ascendens. (A) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbun-
gen von Ly6G+ Neutrophilen und F4/80+ Makrophagen in Schnitten der Aorta ascendens. Erste Spalte: Überblick 
über den gesamten Aortenquerschnitt. Zweite Spalte: Ly6G-Färbung (rot). Dritte Spalte: F4/80-Färbung und Elas-
tin-Autofluoreszenz (grün). Vierte Spalte: zusammengeführte Bilder (DAPI-gefärbte Zellkerne in blau, Ly6G in rot, 
F4/80 und Elastin-Autofluoreszenz in grün). Sowohl Ly6G+ als auch F4/80+ Zellen waren in den Schnitten der Aorta 
ascendens kaum nachweisbar und konnten nicht sinnvoll quantifiziert werden. (B) Repräsentative Immunfluores-
zenzfärbungen von Ly6G+ Neutrophilen und F4/80+ Makrophagen im Milzgewebe (Positivkontrolle). Erstes Bild: 
F4/80-Färbung in grün und DAPI-gefärbte Zellkerne in blau. Zweites Bild: Ly6G-Färbung in rot und DAPI-gefärbte 
Zellkerne in blau. Drittes Bild: Zusammengeführtes Bild (F4/80 in grün, Ly6G in rot und DAPI-gefärbte Zellkerne in 
blau). Viertes Bild: F4/80/Ly6G-Isotypkontrolle des Milzgewebes (Alexa Fluor 488-konjugiertes Ratten-IgG2a und 
DAPI-gefärbte Zellkerne in blau). (A und B) Maßstabsbalken: 50 µm. 
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ergänzende Abbildung 5: Zytokinspiegel im Plasma. (A) Bilder von Zytokin-Antikörper-Arrays. Zwei Proben der 
jeweiligen Gruppen wurden auf jeder Membran gepoolt. (B) Array-Karte. (C) Quantifizierung der Plasmazytokin-
spiegel (Spot-Signalintensitäten, willkürliche Einheiten, normalisiert auf interne Positivkontrolle). (n = 3 Replikate 
pro Gruppe; zwei Proben pro Replikat gepoolt). Die Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Eine einseitige 
ANOVA mit Tukey's multiplem Vergleichstest ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.  
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ergänzende Abbildung 6: Systolischer und diastolischer Blutdruck. Die Messungen wurden kontinuierlich vor Be-
ginn der Behandlung mit dem Vehikel/NO2-OA (Baseline: Tag -2 - Tag 0) und zu zwei Zeitpunkten danach (Tag 1 
- Tag 3 und Tag 4 - Tag 6 nach Behandlungsbeginn) über einen Zeitraum von jeweils 48 Stunden durchgeführt. (n 
= 5-7; aufgrund von Transmitterdislokationen nach der Implantation der Minipumpe mussten nachfolgende Mes-
sungen an einer mit Vehikel behandelten Wildtyp-, einer mit Vehikel behandelten MFS-Maus und einer mit NO2-
OA behandelten MFS-Maus, d. h. an insgesamt drei Mäusen, ausgeschlossen werden). Die Daten sind als Mittel-
wert ± SEM angegeben. Die Analyse des Mixed-Effects-Modells mit Tukey's multiplem Vergleichstest ergab keine 
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. 
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ergänzende Abbildung 7: Negativkontrollen von Immunfluoreszenzfärbungen und In-situ-Zymographie. (A) Nega-
tivkontrolle Immunfluoreszenzfärbungen: Erste Spalte: Repräsentative Bilder von NOX2-, pERK1/2- und NOS2-
Immunfluoreszenzfärbungen mit Alexa Fluor 594-konjugiertem Ziegen-Anti-Kaninchen-Sekundärantikörper (rotes 
Signal). Zweite Säule: Negativkontrollen, bei denen die primären Antikörper weggelassen wurden. Dritte Spalte: 
Isotyp-Kontrollen (polyklonales Kaninchen-IgG). (B) Negativkontrolle In-situ-Zymographie: Repräsentative Bilder 
der In-situ-Zymographie (links) und der entsprechenden Negativkontrolle (rechts), bei der dem Gelatinase-Reakti-
onspuffer zur Hemmung der MMP-2/-9-Aktivität EDTA zugesetzt wurde. Gelatinolytischer Bereich in hellgrün. (A 
und B) Maßstabsbalken zeigt 50 µm. 
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ergänzende Abbildung 8: Vollständige ungeschnittene Immunoblots (Gele 1-3). In allen Fällen wurden 18 Proben 
(n = 6 pro Gruppe) auf zwei Gele geladen (9 Proben pro Gel; z. B. Gel 1.1 und 1.2). Die im Manuskript gezeigten 
repräsentativen Lanes sind durch rote Rechtecke gekennzeichnet. 
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ergänzende Abbildung 9: Vollständige ungeschnittene Immunoblots (Gele 4-7). In allen Fällen wurden 18 Proben 
(n = 6 pro Gruppe) auf zwei Gele geladen (9 Proben pro Gel). Die aus den Gelen 5.1/5.2 und 6.1/6.2 stammenden 
Membranen wurden jeweils gemeinsam abgebildet (erste Membran oben und zweite Membran unten). Die im Ma-
nuskript gezeigten repräsentativen Lanes sind durch rote Rechtecke gekennzeichnet. 

 Ergänzende Tabellen 
ergänzende Tabelle 1: Antikörper-Liste 

Ziel Protein Spezies Hersteller Katalog-Nr. Verdün-
nung für 
Western 
Blot 

Verdün-
nung für   
IF-Fär-
bung 

pERK1/2 Kaninchen Cell Signaling 9101 1/1000 1/250 

ERK1/2 Kaninchen Cell Signaling 4695 1/1000 - 

NOX2 Kaninchen Abcam 80508 - 1/450 

NOX2 Kaninchen Abcam 129068 1/5000 - 

pp65 Kaninchen Cell Signaling 3033 1/1000 - 
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p65 Kaninchen Cell Signaling 7970 1/1000 - 

NOS2 Kaninchen Abcam ab15323 1/1000 1/200 

α-SMA Kaninchen Abcam ab7817 - 1/200 

GAPDH Kaninchen Cell Signaling 2118 1/7500 - 

pp38 Kaninchen Cell Signaling 9211 1/1000 - 

p38 Kaninchen Cell Signaling 9212 1/1000 - 

pSmad2 Kaninchen Cell Signaling 18338 1/1000 - 

Smad2/3 Kaninchen Cell Signaling 8685 1/1000 - 

pSTAT3 Kaninchen Cell Signaling 9145 1/1000 - 

STAT3 Kaninchen Cell Signaling 30835 1/1000 - 

p-JNK Maus Cell Signaling 9255 1/1000 - 

JNK Kaninchen Cell Signaling 9252 1/1000 - 

TGF-β Re-

zeptor 1 

Kaninchen Santa Cruz sc-399 1/200 - 

TGF-β Re-

zeptor 2 

Kaninchen Abcam ab186838 1/1000 - 

gespaltene 

Caspase 3 

Kaninchen Cell Signaling 9661 1/1000 - 

Ly6G Ratte BioLegend 127636 - 1/200 

F4/80 Ratte BioLegend 123120 - 1/200 

 
ergänzende Tabelle 2: Primer-Liste 

Ziel vorwärts Primer rückwärts Primer 
Beta-actin GCTGTATTCCCCTCCATCG GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

TGF-β 1 AGCCCGAAGCGGACTACTAT ACGCCAGGAATTGTTGCTAT 

TGF-β Rezep-

tor 1 

TGGTCCAGTCTGCTTCGTCT GTGGTGCCCTCTGAAATGAA 

TGF-β Rezep-

tor 2 

TGCATCCATCCAC-

CTAAGCTGT 

TCACAGATGGCCGTGATGCT 

MMP-2 TGGGGGAGATTCTCACTTTG CATCACTGCGACCAGTGTCT 

MMP-9 GCTGACTACGATAAG-

GACGGCA 

TAGTGGTGCAGGCAGAG-

TAGGA 

NOX2 AAAGGTGGTCATCACCAAGG GCTTATCACAGCCACAAGCA 

NOS1 GAGCAGAGCGGCCTTATCCA TCGACAGCTTTGGTGGGTGT 
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NOS2 GAGACAGGGAAGTCT-

GAAGCAC 

CCAGCAGTAGTT-

GCTCCTCTTC 

NOS3 GTTCCTCCGGCTGTGGTAGT GAGGTGTCTGGGACTCA-

CTGTC 

COL1A1 CGACCTCAAGATGTGCCACT ACTCGAACGGGAATCCATCG 

COL3A1 GCCTTCTACACCTGCTCCTG TTCCTCCCACTCCAGACTTG 

PPARγ CTTTATGGAGCCTAAGTTT-

GAGTTT 

CAGCAGGTTGTCTTGGATGT 

BMAL1 GGAAATACGGGT-

GAAATCTATG 

TTCTGCGAGGTGTCCTATGT 

RGS5 TCTAGGCAGGTTTGGGCTGT TGCGGACAGCAGACACTTTT 

RHOBTB1 ACAGTTCCAATGAGCGAGTC TTGCTGATAAGGAGGGTTGC 
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8. Vorabveröffentlichungen von Ergebnissen 
Das dieser Dissertation zugrunde liegende Manuskript wurde bereits am 29.07.2021 in Car-

diovascular Research veröffentlicht112. (https://doi.org/10.1093/cvr/cvab256) 


