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Abkiirzungsverzeichnis

A. ascendens

Aorta ascendens

AAA Abdominelles Aortenaneurysma
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Bcl-1 B-cell-lymphoma-1 protein
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CMD Cystic medial degeneration
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Mcl-1 Myeloid leukemia cell differentiation protein-
1
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nm Nano-Meter
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ROS Reactive oxygen species
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1. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Myeloperoxidase (MPO) fur die Entstehung von
Aortenaneurysmen im Rahmen des Marfan-Syndroms untersucht. Das Marfan-Syndrom ist
eine autosomal-dominant vererbbare Erkrankung, deren Ursache eine Mutation in einem
Genabschnitt ist, der fiur das extrazelluldare Protein Fibrillin-1 kodiert. Die genaue
Pathophysiologie der Entstehung des Aortenaneurysmas im aszendierenden Teil ist bislang
weitgehend unklar. Es gibt jedoch einige Hinweise, dass inflammatorische Prozesse eine
entscheidende Rolle spielen und zur Entstehung des Aneurysmas beitragen. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Studie die bisher noch unbekannte Bedeutung des Ham-
Enzyms MPO fir die Entwicklung von Aortenaneurysmen beim Marfan-Syndrom untersucht.
MPO ist ein Katalysator von inflammatorisch bedingten kardiovaskularen Erkrankungen und
entscheidend am strukturellen Remodeling von Myokard und GefalBwanden beteiligt. Durch
die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies kann MPO phanotypische Veranderungen bei
glatten Muskelzellen und somit eine vaskulare Hypertrophie, die Sekretion von Proteasen und
eine Kalzifizierung der GefaRwand bewirken. MPO aktiviert Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
durch die Oxidation von inaktiven pro-MMP-Formen. Es potenziert das pathophysiologische

Remodeling der endothelialen Glykokalix bzw. der Strukturproteine Fibronektin und Kollagen.

In dieser Studie wurde mithilfe von transgenen Mausen der Effekt einer MPO-Defizienz in
Anwesenheit einer Fibrillin-1-Mutation evaluiert. Hierbei zeigte sich bei 12 Wochen alten
Mausen, dass eine MPO-Defizienz die Entstehung von Aortenaneurysmen verhindert. Die
histologische Analyse der Aortenschnitte ergab, dass eine MPO-Defizienz posttranslationale
Modifikationen wie Nitrotyrosinierungen und oxidativen Stress in der Aortenwand stark
abmildert. Zusatzlich war die Aktivitdt proteolytischer Enzyme, wie den MMPs, deutlich
geringer ausgepragt und dementsprechend fanden sich weniger fragmentierte elastische
Fasern in der Aortenwand. Insgesamt wirkt eine MPO-Defizienz bei Mausen mit Fibrillin-1-
Mutation protektiv hinsichtlich pathologischer Umbauprozesse innerhalb der Aortenwand und
der damit verbundenen Entstehung von Aneurysmen in der Aorta ascendens. Somit ist die
Idee einer pharmakologischen Behandlung mittels MPO-Inhibitoren eine aussichtsreiche

zukUnftige Therapieoption in der konservativen Behandlung des Marfan-Syndroms.

2. Einleitung

2.1 Historischer Uberblick

Die Bezeichnung ,Marfan-Syndrom“ grindet sich aus den Entdeckungen eines Pariser

Padiaters, der 1896 im Rahmen einer Konferenz ein funfjahriges Madchen vorstellte, das sehr
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lange und schmale Finger besall. Marfan bezeichnete diese Finger als ,Spinnenfinger®, ein
Merkmal, das auch noch heute ein klassisches phanotypisches Charakteristikum des Marfan-
Syndroms ist (De Paepe, Devereux, Dietz, Hennekam, & Pyeritz, 1996). Das heterogene
Erscheinungsbild der verschiedenen Marfan-Patienten sorgte dafir, dass der Krankheit
zunachst  unterschiedliche Namen gegeben  wurden  wie  Arachnodaktylie,
Chondrohypertrophie oder partieller Gigantismus. Im Laufe des 20. Jahrhunderts setzte sich
allerdings zunehmend die Bezeichnung ,Marfan-Syndrom“ durch. Anfangs standen noch
primar die orthopadischen bzw. skelettalen Manifestationen im Vordergrund, jedoch wurde
1943 erstmals eine Aortenbeteiligung beschrieben. Es dauerte weitere 12 Jahre, bis man
herausfand, dass das gesamte Herz-Kreislauf-System beteiligt war und die Erkrankung in
Form eines autosomal-dominanten Erbganges vererbt wurde. 1972 wurde erstmals
beschrieben, dass die akute Aortendissektion den entscheidenden lebenslimitierenden Faktor
fur diese Erkrankung darstellt. Weitere 13 Jahre stellte der Humangenetiker Dietz die Ursache
der Bindegewebserkrankung fest. Er fand einen Gendefekt auf Chromosom 15, der fir das
extrazellulare Glykoprotein Fibrillin-1 kodiert. Dieser Gendefekt wird als ursachlich fir das
klassische Marfan-Syndrom angesehen (Pereira et al., 1999) .

Im Jahre 1986 wurde erstmals eine einheitliche Klassifikation, die ,Berlin-Nosologie®,
aufgestellt, die die Symptomatik der einzelnen betroffenen Organe ganzheitlich erfasste. Sie
wurde 10 Jahre spater durch die auch heute noch giiltige Gent-Nosologie ersetzt, die die
Klassifikation um die Komponente der humangenetischen Testung erweitert (B. L. Loeys et
al., 2010).

22  Symptome/Klinik

2.2.1. Orthopadisches System

Da die Skelettauffalligkeiten bereits sehr friih schon sichtbar und eindriicklich sind, dachte man
anfangs, dass sich das Marfan-Syndrom auch nur auf dieses System beschrankt.
Charakteristisch fur den sog. ,marfanoiden Habitus® ist ein verstarktes Langenwachstum der
Réhrenknochen (Erkula, Jones, Sponseller, Dietz, & Pyeritz, 2002).

Durch den Hochwuchs kann es zu Malformitaten und Asymmetrien der Rippen kommen, die
dadurch die Lage des Sternums verandern. Das klinische Erscheinungsbild kann als eine
Pectus carinatum (Sternum unphysiologisch weit nach ventral) oder Pectus excavatum
imponieren (Sternum unphysiologisch weit nach dorsal) (Fraser, Child, & Hunt, 2017).

Auch die Hande sind beim Marfan-Syndrom einigen charakteristischen Auffalligkeiten

unterworfen. Durch das abnorme Langenwachstum haben die Patienten sehr lange und

10



schmale Finger. Dieses charakteristische Bild wird auch als Arachnodaktylie bezeichnet
(Giampietro, Raggio, & Davis, 2002). Typische diagnostische Zeichen sind hierbei das
Steinberg- und das Murdoch-Zeichen. Beim Steinberg-Zeichen ist bei geschlossener Faust
der Daumen in Oppositionshaltung langer als der ulnare Rand des Handtellers. Beim Murdoch-
Zeichen bedeckt der Daumen den Fingernagel des kleinen Fingers, wenn man das
gegenuberliegende Handgelenk umfasst (B. L. Loeys et al., 2010).

Aufgrund der durch die Mutation bedingten Bindegewebsschwéche ist der Bandapparat im
Ruickenbereich defekt und es kommt bereits im Kindesalter zu einer schweren Skoliose. Diese
tritt bei ca. 60% der Patienten auf. Dabei ist der haufigste Manifestationsort der thorakale bzw.
thorakolumbale Teil der Wirbelsaule. Falls eine thorakale Lordose auftritt in Kombination mit
einem Pectus excavatum, kann es zu einer Kompression grof3er Atemwege oder einem
Pneumothorax kommen. Zuséatzlich pradisponiert die Verlegung der oberem Atemwege
rezidivierende Infektionen der Lunge (Heur et al., 2008). Leider funktioniert die konservative
Therapie in Form von Korsetts deutlich schlechter im Vergleich zu Patienten mit idiopathischer
Skoliose. Auch die operative Versorgung ist aufgrund der Verformung der Wirbel erschwert,
da beispielsweise die Pedikel sehr eng sind und die Knochendichte deutlich vermindert ist
(Heur et al., 2008). Eine weitere orthopadische Auffalligkeit ist die Protrusio acetabuli. Hierbei
existiert eine Vorwdlbung der Hiftpfanne bzw. des Huftkopfes in das kleine Becken. Haufig ist
dieses Phanomen zunachst asymptomatisch. Ein Spatsymptom kann infolge von

Abnutzungserscheinungen eine Coxarthrose sein (Giampietro et al., 2002).

2.2.2. Okulares System

Auch das Auge ist beim Marfan-Syndrom betroffen. Haufigste okulare Manifestationen sind
Myopie, Ectopia Lentis (Luxation der Linse) und Netzhautabldsung. Die durch die Mutation
verursachte Bindegewebsschwache fuhrt zu einer Schwachung der Zonulafasern. Dies
resultiert in einer Luxation der Linse. Eine Subluxation der Linse ist meistens bilateral und
symmetrisch. Falls die Subluxation nach anterior geschehen sollte, kann es dazu fuhren, dass
die Abflusswege flr die Kammerflissigkeit blockiert sind. Dies kann infolge des intraokularen
Druckanstieges zu einem Glaukom und schlieBlich zu einer Netzhautablésung flihren
(Maumenee, 1981).

Weiterhin ist aufgrund einer sehr langen Bulbusléange eine Myopie typisch. Auflerdem
verursacht der Fibrillin-Defekt eine diinne abgeflachte Kornea. Daher wird von Operationen im

Korneabereich streng abgeraten (Halpert & BenEzra, 1996).

2.2.3. Kardiovaskulares System
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Kardiovaskulare Manifestationen findet man bei 90% der am Marfan-Syndrom erkrankten
Patienten. Die Hauptmanifestation und prognostisch limitierender Faktor ist die Entwicklung
eines Aortenaneurysmas in der Aorta ascendens (A. ascendens), welches im Laufe des
Lebens zu einer akuten Aortendissektion bzw. einer -ruptur fihren kann. Weiterhin kann auch
eine Pulmonalektasie und eine Insuffizienz der Aorten- bzw. der AV-Klappen auftreten.
AuBerdem ist die Erkrankung auch mit peripheren Aneurysmen, Koronaranomalien sowie
einem Mitralklappenprolaps assoziiert.

Bei unbehandelten Patienten ftritt eine Aortendissektion schon nach ca. 20 Jahren auf.
Hinsichtlich der Symptomatik ist wichtig zu erwahnen, dass der charakteristische
Vernichtungsschmerz fehlen kann und somit die Prognose dieser Patienten sich deutlich
verschlechtert. Pradiktive Faktoren fiir eine Dissektion sind eine progrediente Zunahme des
Aortendurchmessers und eine positive Familienanamnese in Bezug auf eine Aortendissektion
oder unerwartete Todesfalle (Journal, 1993).

Die akute Aortendissektion, resultierend aus der Entwicklung eines Aortenaneurysmas, stellt
die Hauptgruppe der Todesursachen bei betroffenen Patienten dar. Weiterhin typische
Charakteristika sind Klappenanomalien wie ein Mitralklappenprolaps sowie eine Mitral- und
Aortenklappeninsuffizienz.

Im Alter von 60 Jahren besitzen ca. 95% der Patienten eine Dilatation der Aorta, von denen
75% von einer akuten Aortendissektion bedroht sind, falls sie sich nicht einem
prophylaktischen chirurgischen Eingriff unterziehen. Aulerdem gibt es Hinweise darauf, dass
die akute Aortendissektion auch bei Menschen <30 Jahre auftritt.

Die Prognose eines an Marfan-Syndrom erkrankten Patienten wird mafgeblich bestimmt von
der Ausdehnung des Aortenaneurysmas, das entweder in Form von einer akuten Dissektion
oder Ruptur einen plétzlichen Tod verursachen kann. Eine Dilatation der Aorta findet man bei
60-80% der Patienten. Das Risiko einer Typ A Dissektion korreliert mit der Grofe des
Aortenaneurysmas, jedoch kann auch eine Dissektion bei einer vorher nur moderaten
Dilatation der Aorta auftreten (Baumgartner et al., 2010).

Patienten mit einer Aortendilatation sind normalerweise asymptomatisch. Die Symptomatik
entsteht in der Regel durch Insuffizienz der Aorten- bzw. Mitralklappe. Diese kdnnen zu einer
Volumenbelastung des linken Ventrikels fihren, wobei eine Erkrankung des linken Ventrikels
auch eigenstandig ohne Klappenbeteiligung auftreten kann. Ein Herzinfarkt kann auftreten,
wenn bei einer Dissektion der Aortenwurzel die Koronarostien verlegt werden. (Radke &
Baumgartner, 2014)

Sowohl die konservative als auch die operative Therapie haben sich in den letzten Jahren
deutlich verbessert, sodass die Lebenserwartung von betroffenen Patienten mittlerweile bei
60-70 Jahren liegt. Aufgrund der negativ inotropen bzw. chronotropen Wirkung von 3-Blockern

wird der hdmodynamische Stress im Bereich der Aortenwurzel reduziert und somit eine
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Dilatation der Aortenwurzel bzw. der Aorta ascendens verlangsamt. Daher empfiehlt die
europaische Gesellschaft fur Kardiologie die Benutzung von R-Blockern als First-Line-
Prophylaxe im Rahmen des Marfan-Syndroms (Baumgartner et al., 2010).

In experimentellen Versuchen bei Mausen konnte gezeigt werden, dass der AT1-Rezeptor-
Antagonist (ARB) Losartan eine Dilatation der Aorta deutlich besser verhindert als die
Kontrollgruppe, die mit Propanolol behandelt wurde (Habashi et al., 2006). Aus diesem Grund
wurden daraufhin verschiedene klinische Studien mit unterschiedlichen Designs gestartet, um
die potenzielle Uberlegenheit von ARB gegeniiber R-Blockern zu untersuchen. Ein
systematischer Review und eine Metaanalyse aus dem Jahr 2018 der bisherigen klinischen
Studien zeigen, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen der R-Blocker-Therapie und
der ARB-Therapie existieren. Auch eine Kombination beider Wirkstoffe brachte keinen Vorteil
gegenuber der herkdbmmlichen R-Blocker-Therapie im Hinblick auf die Dilatation der Aorta bzw.
dem Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen. Jedoch ist die Gesamtanzahl der bisher in
Studien eingeschlossenen Patienten relativ gering und die Studiendesigns waren gerade im
Hinblick auf die Einschlusskriterien zu ungenau, sodass in Zukunft mehr einheitlich RCTs
durchgefliihrt werden sollten, sodass man die genauen Effekte zwischen ARB und 3-Blockern
exakt evaluieren kann und somit die pharmakologischen Therapieoptionen beim Marfan-
Syndrom verbessert (Kang, Chi, Wu, & Chiu, 2019). Die bisherige medikamentdse Therapie
hat jedoch keinen kausalen Ansatz, sondern sie beschrankt sich darauf, das Wachstum des
Aortenaneurysmas zu verlangsamen bzw. den Zeitpunkt einer Operation in einen spateren
Lebensabschnitt zu verschieben. Die bisher beste therapeutische Option ist eine elektive
prophylaktische Operation, bevor eine Aortendissektion auftritt. Relevante Faktoren fir die
OP-Indikation sind der Durchmesser des Aneurysmas, die Dynamik der Progression der
Aortendilatation sowie die Familienanamnese bezilglich einer Aortendissektion (Journal,
1993). Falls der Durchmesser der Aorta >50mm ist oder um 0,5-1 cm pro Jahr zunimmt, wird
ein operativer Ersatz der A. ascendens empfohlen. Aufgrund der deutlich verbesserten
Operationstechniken in den vergangenen Jahren liegt die 5- bzw. 10-Jahres-Uberlebensrate
bei 84% bzw. 75% (Gott et al., 1999). Da das Risiko eines erneuten Aneurysmas bzw. einer
erneuten Dissektion im Vergleich zu Patienten mit sporadischen thorakalen
Aortenaneurysmen (TAA) erhoht ist, wird eine lebenslange medikamentdse Therapie mit -

Blockern empfohlen (Baumgartner et al., 2010).

23 Diagnostik

Um die Diagnose ,Marfan-Syndrom*“ stellen zu kénnen ist heutzutage ein Zusammenspiel der
Symptomatik und der humangenetischen Testung notwendig. Die charakteristischen
Symptome sind das vermehrte Langenwachstum der Réhrenknochen, dislozierte Linsen in

den Augen und die Entwicklung eines Aortenaneurysmas. Im Jahre 1991 wurde die Fibrillin-
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1-Muation als zugrunde liegende Ursache flr die beschriebene Symptomatik gefunden (Dietz
et al.,, 1991). Deshalb wurden 1996 humangenetische und klinische Kriterien in der Gent-
Nosologie zusammengefasst, die bei der Sicherung der Diagnose helfen sollten (De Paepe et
al., 1996). Ein Jahrzehnt spater wurde die Gent-Nosologie modifiziert und ist seitdem bis heute
gultig. Bezogen auf die Symptomatik wurden korperliche Manifestationen wie die Ectopia lentis
und das Aortenaneurysma in den Kriterien starker gewichtet, wahrend andere unspezifische
Kriterien nicht mehr berucksichtigt wurden. Daruber hinaus wurde die Bedeutung der
genetischen Testung betont, die eine Spezifitat von 97% fiur die Stellung der Diagnose hat (B.
Loeys, Nuytinck, Delvaux, De Bie, & De Paepe, 2001). Aufgrund der Tatsache, dass sich die
Symptomatik zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Leben manifestiert, beinhaltet die Gent-
Nosologie ein Scoring-System, welches als Hilfsmittel zur Abschatzung der Wahrscheinlichkeit
des Vorhandenseins des Marfan-Syndroms bei betroffenen Patienten dienen kann (B. L.
Loeys et al., 2010).

Im Folgenden sind die Kriterien der Gent-Nosologie (Stand 2010) aufgefihrt (Diagnose &
Marfan-syndrom, 2010). Die Diagnose des Marfan-Syndroms muss eine der folgenden sieben

Bedingungen erflllen:

1. Aortenaneurysma bzw. Aortendissektion gemeinsam mit einer Ectopia lentis

2. Aortendilatation oder -dissektion gemeinsam mit einer krankheitsrelevanten FBN1-Mutation
(FBN1 = Fibrillin1)

3. Aortendilatation und systemische Beteiligung mit = 7 Punkten (siehe Liste
.Bewertungssystem der systemischen Beteiligung®)

4. Linsenverschiebung (Ectopia lentis) und Vorliegen einer FBN7-Mutation, bei der ein
Zusammenhang mit einer Aortenerkrankung nachgewiesen wurde.

5. Linsenverschiebung verbunden mit einem gesicherten Marfan-Syndrom in der Familie des
Betroffenen (definiert durch die Punkte 1 bis 4)

6. Gesichertes Marfan-Syndrom in der Familie des Betroffenen und systemische Beteiligung
mit = 7 Punkten

7. Aortenerweiterung verbunden mit einem gesicherten Marfan-Syndrom in der Familie des
Betroffenen (definiert durch die Punkte 1 bis 4)

Bewertungssystem der systemischen Beteiligung (Punktesystem fir weitere
Krankheitszeichen). Eine systemische Beteiligung liegt vor, wenn 7 oder mehr Punkte erreicht

werden:

Handgelenk- und Daumenzeichen positiv (3 Punkte)
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Handgelenk- oder Daumenzeichen positiv (1 Punkt)

Trichterbrust oder asymmetrischer Brustkorb (1 Punkt)

Kielbrust (2 Punkte)
Hinterful3-Deformation (Knickful?) (2 Punkte)
PlattfilRe (1 Punkt)

Zusammenfall der Lunge (Pneumothorax) (2 Punkte)
Erweiterung der Hirnhaut im Bereich der Lendenwirbel (Dura-Ektasie) (2 Punkte)
Vorwdlbung der Huftpfanne (Protrusio acetabuli) (2 Punkte)

Armspannweite groRer als Kérperldnge und herabgesetztes Verhaltnis

von Oberlange zu Unterlange ohne schwere Skoliose (1 Punkt)
Skoliose oder Kyphose (1 Punkt)
Streckdefizit der Ellenbogen (1 Punkt)
Mindestens 3 von 5 mdglichen Gesichtsmerkmalen: (1 Punkt)

- schmaler, langer Schadel

- nach unten abgeschragte Lidachse
- eingefallene Augen

- Unterkiefer-Rucklage

- Unterentwicklung der Wangenknochen

Hautstreifen (Striae) (1 Punkt)
Kurzsichtigkeit (Myopie) > 3 Dioptrien (1 Punkt)
Mitralklappenprolaps (1 Punkt)

24 Pathophysiologie

2.4.1. Bestandteile und Aufbau der Aortenwand

Die thorakale Aorta wird von innen nach auf3en in 3 Teile gegliedert: Tunica Intima, Tunica
Media und Tunica Adventitia. Innerhalb der Tunica Intima bildet eine dinne Endothelschicht
die Abgrenzung zum Gefalllumen. Darunter befindet sich die subendotheliale Schicht mit
einem komplexen Netzwerk aus Proteinen der extrazellularen Matrix (EZM) wie Kollagen Typ
IV, Fibronektin, Perlecan, Laminin etc. In der Tunica Media befinden sich elastische Fasern,
die in ca. 60 Lamellen angeordnet sind. Zwischen den Lamellen sind glatte Muskelzellen, die
sowohl fiir die Kontraktion als auch fiir die Produktion der EZM zustandig sind. Uber ein
Kollagen-Fibrillin-Mikrofibrillen-Netzwerk in der EZM sind die glatten Muskelzellen mit den

elastischen Fasern verbunden und bilden somit eine kontraktile Einheit (Richards et al., 2018).
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Diese enge Verzahnung der glatten Muskelzellen mit dem elastischen Fasernetzwerk
ermaOglicht der Aorta die sog. Windkesselfunktion. Dies bedeutet, dass sich die Aorta wahrend
der Systole durch das ausgeworfene Herzschlagvolumen ausdehnt und in der Diastole bedingt
durch die Ruckstellkrafte der elastischen Fasern wieder zusammenzieht. Somit ist die
Integritat der kontraktilen Einheiten innerhalb der Aortenwand wichtig fir die Entstehung des
systolischen und diastolischen Blutdrucks (Emmott et al., 2016).

Die Entstehung thorakaler Aortenaneurysmen beruht meistens auf der Schwachung der
kontraktilen Einheiten der Tunica Media. Charakteristische Zeichen dabei sind eine
Fragmentierung, Disruption und Degradierung elastischer Fasern (Emmott et al., 2016).
Aufgrund dieser empfindlichen Stérung der kontraktilen Einheiten kommt es zu einer
Beeintrachtigung der Windkesselfunktion der Aorta. Als Reaktion auf die progrediente
Zerstorung der Architektur der GefalBwand sezernieren die glatten Muskelzellen vermehrt
Proteine wie MMPs fir die EZM, die allerdings ihrerseits selbst die proteolytische Spaltung der
elastischen Fasern katalysieren (Emmott et al., 2016).

Beim Marfan-Syndrom existiert defektes Fibrillin-1 in der EZM, sodass es zu einer defekten
und instabilen Anordnung von Mikrofibrillen kommt. Dies aktiviert pathologische
Signalkaskaden, die zu einer pathologischen Umstrukturierung der EZM fihren und die
Aortenwand dabei weiter schwachen. Genauere Untersuchungen der Pathogenese des
Marfan-Syndroms deuten darauf hin, dass die Entstehung der Aortenaneurysmen durch ein
komplexes interaktives Zusammenspiel von verschiedenen Phanomenen wie Inflammation,
Apoptose, einem gestdrten Remodeling der EZM und pathologischer Aktivierung von

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) entstehen.

2.4.2. Fibrillin-1

Fibrillin-1 ist ein 350 kDa schweres Glykoprotein, das mal3geblich an der Organisation der
extrazellularen Matrix beteiligt ist. Es wird kodiert von einem 65 Exons langen Genabschnitt
auf dem langen Arm im Bereich 15921.1 (Lemaire et al., 2011). Die Aufgabe von Fibrillin-1
besteht darin, im extrazellularen Bereich 10-12 nm lange Fibrillen zu bilden und damit dem
jeweiligen Gewebe Stabilitdt zu verleihen (Robinson et al., 2006). Auf’erdem bindet das
Protein Integrin-like-Rezeptoren von glatten Muskelzellen und ermdglicht damit die Zell-Matrix-
Kommunikation (D’Arrigo et al., 1998).

Fibrillin-1 hat eine modular aufgebaute Struktur und umfasst 47 Epidermal growth factor-
Domanen (EGF), 7 Transforming Growth Factor-R-Bindungsstellen (TGF-R), eine Prolin-reiche
Region und jeweils eine C- bzw. N-terminale Region. Die jeweiligen EGF-Domanen beinhalten
ca. 45 Protein- und 6 Cysteinreste, die miteinander als 3 Disulfidbriicken verbunden sind. Bei

Mutationen im Fibrillin-1-Gen kommt es zu einer gestdrten Anordnung der Mikrofibrillen,
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sodass kein funktionierendes stabiles Fibrillennetzwerk in der EZM existiert. Das wiederum
sorgt fur eine gestérte Anordnung von Elastinflamenten und fihrt letzendlich zu einer
strukturellen Schwachung der Aortenwand.(Eldadah, Brenn, Furthmayr, & Dietz, 1995)

Die Fibrillin-1-Mutationsdatenbank beinhaltet ca. 3000 Mutationen. Diese umfassen sowohl
Punktmutationen als auch groRe strukturelle Mutationen. Mutationen in der ersten
Hybriddomane bewirken keine relevante Beeintrachtigung der Anordnung von Mikrofibrillen
(Charbonneau et al.,, 2010). Jedoch sind Mutationen in den EGF-Domanen deutlich
gravierender, da hier die Anordnung des Fibrillennetzwerks erheblich beeintrachtigt wird
(Arbustini et al., 2005).

Prinzipiell kann die genaue Stelle der Mutation im Gen eine Vorhersage Uber die Symptomatik
treffen. Beispielsweise haben Mutationen in den Exons 24-32 eine sehr schlechte Prognose.
Hier ist die Mutation derart stark ausgepragt, sodass die klinische Symptomatik sich bereits
beim Neugeborenen bemerkbar macht und als neonatales Marfan-Syndrom bezeichnet wird.
Die betroffenen Patienten haben bereits kurz nach der Geburt schwerwiegende Klappenfehler,
ein Lungenemphysem und eine massive Aortendilatation und sterben in der Regel nach 2
Jahren aufgrund von schwerer Herzinsuffizienz (Revencu et al., 2004).

Aufgrund der unterschiedlichen Mutationen ist die klinische Symptomatik beim Marfan-
Syndrom sehr heterogen. Auflerdem gibt es weitere genetisch bedingte Erkrankungen mit
Mutationen im Fibrillin-1-Gen wie das familidare Ectopia-Lentis-Syndrom oder das Weill-
Marchesani Syndrom. Aufgrund der teilweise klinischen Uberlappung der Krankheiten ist eine

genaue genetische Untersuchung erforderlich.

2.4.3. Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind wichtige Enzyme des Korpers fir eine Vielzahl an
Prozessen wie der Embryonalentwicklung, inflammatorischen Prozessen und auch der
Gewebsdefektheilung. Im Rahmen des Marfan-Syndroms ist die Aktivitat von MMPs deutlich
erhoht, somit haben sie eine wichtige Funktion bei der Entstehung des Marfan-Syndroms.
Untersuchungen von Aorten- und Herzklappengewebe aus OP-Resektaten von Marfan-
Patienten belegen, dass eine vermehrte Expression von MMP 2&9 in der Aortenwand existiert
und ein direkter Zusammenhang zu einer vermehrten Fragmentierung von elastischen Fasern
und damit einer Schwachung des Gewebes besteht (Ada W.Y. Chung et al., 2007). Des
Weiteren konnte in kultivierten glatten Muskelzellen von Marfan-Patienten eine erhdhte
Expression von MMP-2 gefunden werden, die in Zusammenhang mit einer verstarkten
Apoptose der glatten Muskelzellen stehen soll (Nataatmadija et al., 2003).

Als Mechanismus fur die vermehrte Fragmentierung von elastischen Fasern ist gezeigt

worden, dass MMPs elastische Fasern durch Proteolyse spalten kédnnen und dadurch ein
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enormes vaskulares Remodeling provozieren, das langfristig sowohl die glatten Muskelzellen
als auch die EZM zerstoért (Nataatmadja et al., 2003).

AuBerdem konnte auch in murinen Marfan-Modellen wie dem Fbn1¢'%3°¢*" _Modell als auch
dem mg~/mgR-Modell gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression von MMP 2&9 vorhanden
ist. Diese erhdhte Expression stand im Zusammenhang mit vermehrten Strangbriichen der
elastischen Fasern und einem reduzierten Elastingehalt in der Aortenwand. (Ada W.Y. Chung
et al., 2007)

Die Bedeutung der MMPs fir die Entstehung von Aortenaneurysmen wurde bekraftigt durch
die pharmakologische Behandlung von Marfan-Mausen mit Doxyzyklin, das unter anderem ein
unspezifischer Inhibitor von MMPs ist. Hier konnte eine signifikant verlangerte Uberlebensrate
und deutlich spatere Entwicklung des Aneurysmas bei den behandelten mutierten Mausen im
Vergleich zu deren Kontrollgruppe beobachtet werden (Ada W.Y. Chung, Clarice Yang,
Radomski, & Van Breemen, 2008) (Pylayeva-Gupta, 2011).

2.4.4. TGF-R-Signal-Aktivitat

Die Rolle des Zytokins TGF-R in Bezug auf die Pathomechanismen der Aortenaneurysmen
beim Marfan-Syndrom war in der Vergangenheit Gegenstand intensiver Recherchen. TGF-13
ist ein enorm wichtiges Zytokin fur die vaskulare Homdostase und an verschiedenen
Prozessen wie der Embryogenese, der Proliferation und Differenzierung von Zellen sowie an
der Umstrukturierung der EZM beteiligt (Massague, 2000). Nach der Herstellung von TGF-R
wird es mit seinem N-Terminus an das sog. ,fibrillin-like latent TGF-R binding protein“ (LTBP)
gebunden und gespeichert. Ohne die Bindung an LTBP kann TGF-R nicht biologisch aktiv
werden (Mazzieri et al., 2005). LTBP wiederum ist an Fibrillin-1 gebunden, sodass intaktes
Fibrillin-Mikrofibrillen nétig sind, um die Bindung von TGF-3 an LTBP aufrecht zu erhalten und
damit eine Aktivierung von TGF-R zu verhindern (Saharinen, Taipale, Monni, & Keski-Oja,
1998).

Beim Marfan-Syndrom wird aufgrund der Fibrillin-1-Mutation die Bindung von TGF- an LTBP
aufgeldst und TGF-R unkontrolliert in seiner biologisch aktiven Form in die EZM freigesetzt
(Dietz, 2007). Dort kann es auf verschiedene Weise eine Zerstérung der EZM bewirken. Zum
einen aktiviert es MMPs, die ihrerseits elastische Fasern proteolytisch spalten und damit die
Aortenwand schwéachen (Eunsung Mouradian, 2008). Zum anderen bewirkt es eine erhdhte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die wiederum eine weitere Freisetzung von
aktivem TGF-3 vom LTBP begtinstigen (Barcellos-Hoff & Dix, 1996).

In mgR/mgR-Mausen wurde eine Korrelation zwischen einer erhéhten Konzentration von TGF-
R und der Zerstorung elastischer Fasern in der Aortenwand festgestellt (Howell, Popovic, Metz,
& Wilson, 2014). Zur Prifung der Hypothese, dass TGF-R malgeblich an der Spaltung
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elastischer Fasern beteiligt ist, wurde in einem weiteren mg®/mgR-Mausmodell zusétzlich
LTBP deletiert, um eine Aktivierung von TGF-3 zu verhindern.

Hier zeigte sich trotz der mg?/mgR-Mutation eine deutlich verminderte Disruption elastischer
Fasern, keine Ausbildung von Aneurysmen und eine deutlich verlangerte Uberlebenszeit im
Vergleich zu den mgR/mgR-Wurfgeschwistern, die keine Mutation fiir LTBP enthielten.

In Fbn1€'939¢*_M3usen wurden Lungenemphyseme festgestellt, die mit einer erhdhten
Apoptoserate und einer vermehrten TGF-B-Aktivitdt korrelieren. Bei perinataler
Antagonisierung von TGF- durch einen neutralisierenden Antikérper zeigten die
Fbn1¢'%9¢*"_Mause eine deutlich geringere Apoptoserate und eine normale
Lungenentwicklung (Uriarte et al., 2016). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass durch TGF-
R-neutralisierende Antikdrper die Entstehung von thorakalen Aortenaneurysmen (Habashi et
al., 2006) und die Entwicklung eines Mitralklappenprolaps (Ng et al., 2004) verhindert werden
kann.

Trotz dieser vielversprechenden Erkenntnisse, die flir eine entscheidende Rolle der TGF-i3-
Signalaktivitat in der Pathogenese des Marfan-Syndroms sprechen, gibt es Limitationen fur
diese Annahme. Wahrend eine TGF-R-Hemmung mit einem neutralisierenden Antikdrper an
Tag 16 die Entstehung eines Aortenaneurysmas sogar beschleunigt, zeigte sich bei einer
Hemmung an Tag 45 eine deutliche Abschwachung der Dilatation der Aorta. Dies lasst
vermuten, dass die biologische Aktivitat von TGF- in verschiedenen Entwicklungsstadien
eine unterschiedliche Auswirkung auf das Remodeling in der EZM hat (Cook et al., 2015).

In einer anderen Studie wurde an Mausen der Einfluss von TGF-B untersucht, indem
betroffene Mause eine TGF-R-Rezeptor Il-Defizienz aufwiesen, sodass TGF-R seine Wirkung
nicht entfalten konnte. Interessanterweise zeigten diese Mause eine noch starkere
Entwicklung des Aneurysmas im Vergleich zu den herkémmlichen Fbn1¢'93%¢*"_M3usen. Dies
zeigt, dass die Mause auch ohne Einfluss von TGF-3 Aortenaneurysmen entwickeln und lasst
die Vermutung zu, dass TGF-B nicht der alleinige Mediator der Pathogenese von
Aortenaneurysmen beim Marfan-Syndrom ist.

Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse kann man restimieren, dass die exakte Rolle von
TGF-B fur die Entstehung von Aortenaneurysmen im Rahmen des Marfan-Syndroms nicht
abschlieltend geklart ist. Es erscheint jedoch sehr wahrscheinlich, dass TGF-3 nicht alleine
als Antwort auf den Fibrillin-1-Gendefekt fur die progrediente Schwachung der Aortenwand
verantwortlich ist, sondern mehrere Faktoren Einfluss auf die strukturellen Umbauprozesse in

der Aorta nehmen.

2.4.5. Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies
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Ein ebenfalls wichtiger Einflussfaktor in der Pathophysiologie der Entstehung eines
Aneurysmas ist die Anwesenheit reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). In intaktem Gewebe ist
die Produktion von ROS und deren Abbau ausgeglichen, wahrend ein Ubergewicht der ROS-
Produktion zu massivem oxidativem Stress fiihrt und schadlich fir die DNA und Proteine ist
(Niki, 2018). Der grofite Anteil der ROS entsteht als Nebenprodukt der Atmungskette in den
Mitochondrien, wahrend der restliche Teil durch membranstandige NADPH-Oxidasen (NOX)
generiert wird, die Elektronen Uber die Membran transportieren und dann Sauerstoff zu
Superoxid-Radikalen reduzieren (O..). O,. reagiert anschlieend entweder spontan oder durch
die Katalyse von Superoxid-Dismutasen zum weniger reaktionsfreudigem Wasserstoffperoxid
(H202), welches daraufhin selbst mit der Umgebung reagiert.

Beim Marfan-Syndrom findet sich typischerweise ein erhéhter ROS-Gehalt in der Aortenwand
(Jiménez-Altayd et al., 2018). Dabei korreliert die erhéhte ROS-Konzentration mit einer
endothelialen Dysfunktion und einer verschlechterten Kontraktilitdt der GefaBwand (Yang, van
Breemen, & Chung, 2010). Eine Depletion von NOX-4 in einem Fbn1¢'%3%¢**_Mausmodell fiihrt
zu einer verbesserten Funktion des Endothels, einer geringeren Fragmentierung elastischer

Fasern und einer deutlich abgeschwéchten Dilatation der Aorta (Jiménez-Altayé et al., 2018).

2.4.6. Rolle der glatten Muskelzellen

Die Entstehung des Aneurysmas beim Marfan-Syndrom ist nicht nur assoziiert mit der
Zerteilung elastischer Fasern und dem pathologischen Remodeling der extrazellularen Matrix.
Vielmehr spielt auch die endotheliale Dysfunktion und reduzierte Kontraktilitat der glatten
Muskelzellen eine wichtige Rolle (Ada W.Y. Chung et al., 2007).

In der histopathologischen Analyse von Aortenresektaten von Patienten mit Marfan-Syndrom
finden sich sog. ,cystic medial degeneration“ (CMD). Dies sind Areale in der Aortenwand, die
gepragt sind von zystischen Lasionen, Zerstdérung der EZM, Apoptosen von glatten
Muskelzellen und Zerstérung der lamellaren Organisation der elastischen Fasern (Yuan &
Jing, 2011).

Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass die vermehrte Expression von MMP2&9 zu einer
vermehrten Apoptose von glatten Muskelzellen fihrt (Emrich et al., 2015).

Aufgrund der Mutation im Fibrillin-1-Gen verandert sich die Quartarstruktur des Fibrillin-1-
Molekuls und dadurch existiert eine veranderte Zell-Matrix-Kommunikation zwischen den
glatten Muskelzellen und der EZM. Aufgrund dieser gestdrten Kommunikation existiert
offenbar eine Aktivierung der proapoptotischen Proteine Caspase 3&9. Parallel dazu findet
man eine geringere Expression der anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 und Bcl-2.

Dartber hinaus wurde gezeigt, dass sich Caspasen auf der Zelloberflache von glatten

Muskelzellen in der Aorta ascendens befinden. Des Weiteren zeigte eine Behandlung von
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Mausen mit einem Pan-Caspase-Inhibitor ein deutlich kleineres Aortenaneurysma als in der
Kontrollgruppe. Histopathologisch zeigte sich in den Aorten von behandelten Mausen eine
geringere Rate apoptotischer Prozesse der glatten Muskelzellen, eine geringere Aktivierung
der MMP 2&9 und daher auch eine geringere Fragmentierung von elastischen Fasern (Emrich
et al., 2015). Diese Befunde zeigen, dass die glatten Muskelzellen eine Assoziation und
womaoglich ein Faktor fur die Entstehung von Aortenaneurysmen im Rahmen des Marfan-

Syndroms spielen.

2.4.7. Fragmentierung der Extrazellularmatrix

Im Rahmen des Marfan-Syndroms liegt Fibrillin-1 als ein fragmentiertes und damit
funktionloses Protein in der EZM vor. Beispielsweise zeigte sich in humanen glatten
Muskelzellen von Patienten mit Marfan-Syndrom, dass Fibrillin-1 in der EZM nicht nur
reduziert, sondern auch fragmentiert und damit zum Teil funktionslos ist (Nataatmadja et al.,
2003). Weiterhin konnte man auch in humanem Aortengewebe eine deutliche Fragmentierung
von Fibrillin-1 finden (Fleischer, Nousari, Anhalt, Stone, & Laschinger, 1997).

Durch die posttranslationale Modifikation eines Proteins verandert sich dessen Quartarstruktur
und damit auch dessen Funktion. Dies bedeutet, dass eine posttranslational modifizierte EZM
Signalkaskaden aktiviert, die eine nicht modifizierte EZM mit intakten Proteinen nicht aktivieren
wirde (Homandberg, 1999). Bezogen auf die Pathogenese des Marfan-Syndroms ergeben
sich fur Fibrillin-1 mehrere Mechanismen. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass
rekombinante Fibrillin-1-Fragmente die MMPs 1&13 in kultivierten Fibroblasten aktivieren
(Booms et al., 2005). Aulterdem blockieren rekombinante Fibrillin-1-Fragmente, die die Exons
44-49 enthalten, die Bindung von LTBP-1 an den N-Terminus von Fibrillin-1. Dadurch wird
aktives TGF-B frei und kann seinerseits seine Wirkung entfalten (Chaudhry et al., 2007).

In einem mg~/mgR- Modell konnte gezeigt werden, dass rekombinantes Fibrillin-1 und
Elastin-Abbauprodukte bei einer Degradierung elastischer Fasern eine chemotaktisch
stimulatorische Wirkung auf die Migration von Makrophagen in die Aortenwand haben (G. Guo
et al., 2006). Daher scheint es mdglich, dass bereits das defekte Fibrillin-1 direkt eine
Immunantwort provoziert und somit inflammatorische Prozesse schon sehr friih in der

Pathogenese des Aortenaneurysmas beteiligt sind.

2.4.8. Inflammatorische Prozesse

Es gibt Hinweise darauf, dass eine inflammatorische Komponente im Rahmen von
Aortenaneurysmen beim Marfan-Syndrom eine wichtige Bedeutung hat. Jedoch ist noch

unklar, ob inflammatorische Zellen bereits im Anfangsstadium die Entstehung des
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Aneurysmas katalysieren oder in einem spateren Stadium als Folgeerscheinung der
Umbauprozesse in die Aortenwand sekundar migrieren und somit nur eine Folgeerscheinung
der Entstehung des Aneurysmas sind.

Immunhistochemische Untersuchungen von Aortenextrakten von Patienten mit Marfan-
Syndrom und Patienten mit familidaren oder sporadischen thorakalen Aortenaneurysmen (TAA)
zeigten eine vermehrte Akkumulation von T-Zellen (CD3+) und Makrophagen (CD68+) in der
direkten Umgebung von CMDs, der Adventitia und in den Vasa vasorum. AuRerdem war die
Gesamtzahl der CD3+- und CD68+- Zellen in den Gewebsproben Marfan-Patienten deutlich
erhdht im Vergleich zu den korrespondierenden Aortenresektaten der Patienten mit
sporadischen TAA (He et al., 2006). Weiterhin zeigte sich, dass sich die Immunzellen gehauft
in der Nahe von CMD befinden. Diese CMDs sind typisch fir TAAs und werden als sog.
,honinflammatorische” L&sionen beschrieben. An diesen Stellen findet eine starke
Fragmentierung von elastischen Fasern, eine enorme fokale Fibrose und eine vermehrte
Apoptose von glatten Muskelzellen statt (He et al., 2006).

Jedoch beruhen diese Ergebnisse auf der Analyse von Aortengewebe von Marfan-Patienten,
die sich einer chirurgischen Therapie unterzogen haben und sich damit bereits im Endstadium
der Aneurysmaformation befanden.

Eine moderate Infiltration von Monozyten/Makrophagen findet sich auch in murinen Marfan-
Syndrom-Modellen. In FBN1¢'99¢*"_Mzusen konnte eine vermehrte Akkumulation von
Makrophagen primar in der Adventitia und den Vasa vasorum, jedoch auch in der Tunica
Media, beobachtet werden (Lygia Pereira et al., 1999).

In dem fiir Fibrillin-1 hypomorphem Mausmodell mg¥/mgR infiltrieren Makrophagen bereits ab
einem Alter von 8 Wochen, wobei eine Dilatation der Aorta ascendens erst nach ca. 12
Wochen erkennbar ist (Lygia Pereira et al., 1999). AuRerdem ist hier die Konzentration der
Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Macrophage Chemotactic Protein-1 (MCP-1),
Schlisselenzyme fur die Migration und Infiltration von Monozyten bzw. Makrophagen, stark
erhéht. Dabei korrelierte die Konzentration von IL-6 und MCP-1 mit der Degradierung
elastischer Fasern und der Inflammation in der Adventitia (Hibender et al., 2019)(Ju et al.,
2014).

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass IL-6 und MCP-1 eine wichtige Rolle fur die
Rekrutierung von inflammatorischen Zellen und somit flr die Entstehung des Aneurysmas
besitzen.

Des Weiteren konnte ebenfalls in einem mgf/mgR-Modell gezeigt werden, dass die durch
Spaltung von elastischen Fasern frei werdenden Elastinspaltprodukte eine chemotaktsich
stimulatorische Wirkung auf Makrophagen haben (G. Guo et al., 2006).

Dies belegt, dass die Fragmentierung von elastischen Fasern eine direkte inflammatorische

Antwort provoziert. Dadurch entsteht ein Circulus vitiosus und damit eine progrediente
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Elastinfragmentierung. Die im mg?/mgR-Modell beschriebene chemotaktische Eigenschaft von
Elastinspaltprodukten konnte ebenfalls in Aortenresektaten von betroffenen Patienten
bestatigt werden (Gao Guo et al., 2011).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Pathogenese des Marfan-Syndroms. links: intakte
Aortenwand mit strukturierter und gleichmagiger Anordnung der EZM repréasentativ flr eine intakte
GefalRwand; rechts: desorganisierte EZM mit Zerteilung extrazellularer Proteine

25 Myeloperoxidase

Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym der Superfamilie der mammalianen Hamperoxidasen.
Erstmals beschrieben wurde dieses Enzym im Jahre 1958 in einer Forschungsarbeit von Kjell
Agner. Aufgrund seiner griinen Farbe wurde es zunachst als Verdoperoxidase bezeichnet,
spater erkannte man jedoch, dass es der myeloischen Zellreihe entspringt und daher wurde
dem Enzym der Name ,Myeloperoxidase“ (MPO) gegeben. MPO ist ein bedeutsames Enzym
zur Abwehr von Pathogenitatsfaktoren und gleichzeitig aber auch ein wichtiger Mediator von

kardiovaskular-inflammatorischen Erkrankungen (Lau & Baldus, 2006).

2.5.1. Struktur

Das Hamprotein ist ca. 150 kDa schwer und hat eine homodimere Struktur. Die einzelnen
Monomere sind aus einer schweren und einer leichten Untereinheit zusammengesetzt. An die
schwere Kette ist ein Hdm-Molekul gebunden, welches dem Protein eine intensiv grine Farbe
verleiht. Die Hauptlokalisationen von MPO sind in der azurophilen Granula des neutrophilen
Granulozyten, in der das Protein bis zu 5% der Gesamttrockenmasse der Zellen ausmacht.

Dartber hinaus findet man MPO auch zu einem deutlich geringeren Anteil in Monozyten,
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hepatischen Kuppfer-Zellen sowie in Mikroglia-Zellen im zentralen Nervensystem (ZNS) (Lau
& Baldus, 2006).

MPO hat eine entscheidende Bedeutung fiir die Migration neutrophiler Granulozyten aus dem
intravasalen Bereich in den extravasalen Raum. Aufgrund des hohen Anteils von Arginin in
der Aminosaurenzusammensetzung besitzt MPO eine hochkationische Oberflache
(isoelektrischer Punkt >10). Dadurch kann es die elektrostatischen AbstolRungskrafte
zwischen dem neutrophilen Granulozyten und der Endothelzelle egalisieren und somit die
Transzytose des neutrophilen Granulozyten durch das Endothel ermdglichen (Klinke et al.,
2011).

2.5.2. Katalytische Aktivitiat und Pathogenabwehr

MPO entfaltet seine Wirkung durch den Halogenierungszyklus und den Peroxidasezyklus.
Beiden Reaktionstypen liegt ein gemeinsames System bestehend aus dem Enzym MPO, H,0O,
und weiteren oxidierbaren Kofaktoren zugrunde. H.O. entsteht primar durch die Dismutation
von Superoxid, das wiederum als Produkt von NOX aktivierter Zellen generiert wird. Bei einer
Reaktion mit H,O, wird MPO durch die Aufnahme von 2 Elektronen zum hoch reaktiven
Compound | oxidiert. Dieser oxidiert ein breites Spektrum an oxidierbaren Stoffen wie
Halogene (CI', Br oder SCN") zu deren korrespondierenden Sauren (HOCI, HOBr, HOSCN).
Wahrend dieses Reaktionsschritts gibt Compound | 2 Elektronen ab und stellt somit wieder
seine urspringliche Grundform her, die dann einen erneuten Reaktionszyklus erlaubt. Diesen
Reaktionsablauf (Grundform -> Compound | -> Grundform) nennt man Halogenierungszyklus
(Bakkenist, De Boer, Plat, & Wever, 1980). Aufgrund der hohen Verfiigbarkeit von CI" im
Korper ist dieses Anion auch das haufigste Substrat unter physiologischen Bedingungen. Die
durch MPO katalysierte Reaktion von CI" zu hypochloriger Saure (HOCL) unter Anwesenheit
von H>0 ist hoch reaktiv und bewirkt Chlorinierungen und Oxidationen von anderen
biologischen Substraten. Beispielsweise ermdglicht es neutrophilen Granulozyten unter
Beihilfe von HOCI auf diesem Wege mikrobizide Reaktionen durchzufihren (Fliss, 1988).

Der zweite Reaktionszyklus ist der Peroxidasezyklus. Dabei wird Compound | durch
Oxidierung von verschiedenen anorganischen und organischen Substraten unter Abgabe von
einem Elektron zu Compound Il reduziert. Compound Il wird unter der Abgabe von einem
weiteren Elektron wieder in die Grundform zurlick reduziert (Marquez, Dunford, & Van Wart,
1990). Im Rahmen des Peroxidasezyklus entsteht unter anderem durch Oxidierung von Nitrit
(NO..) das hoch instabile Nitrogendioxid (NO2) (Eiserich et al., 2002). NO; ist eine hoch
instabile Verbindung und fuhrt umgehend zu einer Nitrierung von Proteinresten und einer

Lipidperoxidation. Bei einer Reaktion von NO. mit Tyrosinresten von Proteinen entsteht
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Nitrotyrosin, eine posttranslationale Modifikation, und Indikator fur oxidativen Stress und

inflammatorische Aktivitat in entzindetem Gewebe (Baldus et al., 2002).

2.5.3. Transzytose und posttranslationale Proteinnmodifikationen

Nach der Sekretion von MPO aus neutrophilen Granulozyten bindet MPO an die Oberflache
des Endothels. Die Bindung wird hauptsachlich ermdglicht durch die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen dem stark kationisch geladenen MPO und den negativ
geladenen Heparan-Glykosaminoglykan-Ketten. MPO wird von der Endothelzelle per
Transzytose auf die basolaterale Membran transportiert und gelangt dadurch in den
subendothelialen Raum, wo es mit Stickstoffmonoxid (NO) reagieren kann (Baldus et al.,
2001). Im subendothelialen Raum kolokalisiert MPO mit Fibronektin, einem Protein der EZM.
Daher ist dieses Protein ein praferiertes Ziel fur posttranslationale Modifikationen (Baldus et
al., 2001). Das hierfir bendtigte Oxidans ist neben HOCL auch NO,, das durch die Oxidation
von NO entsteht und letztendlich in Form von Chloro- bzw. Nitrotyrosin die Quartarstruktur von
Fibronektin alterniert (Baldus et al., 2002).

Posttranslationale Modifikationen sind nicht nur Marker inflammatorischer Prozesse, sondern
sie bewirken auch durch die Veranderung der Quartarstruktur eine veranderte bzw.
beeintrachtigte biologische Funktion (Vissers & Thomas, 1997).

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass MPO L-Arginin durch eine Chlorinierung
verandert und somit dies nicht mehr als Substrat fur die NO-Synthase fungieren kann. Dadurch
wird die NO-Bioverfiigbarkeit gesenkt, wodurch eine endotheliale Dysfunktion auf Dauer
verstarkt wird.

Auch das endotheliale Protein Perlecan ist eine potenzielle Zielstruktur von MPO. Hier zeigte
sich, dass unter Einfluss von MPO-spezifischen Reaktionsprodukten wie HOCI und
hypobromige Saure (HOBr) Perlecan oxidativen Veranderungen ausgesetzt ist. Dadurch wird
eine Erhohung der Permeabilitat der subendothelialen Matrix ermoglicht, die Zell-Zell-
Interaktionen stark beeintrachtigt und eine veranderte Proliferation der Gefalzellen bewirkt.
Diese Prozesse sind von enormer Bedeutung in chronischen inflammatorischen Prozessen
wie Arteriosklerose (Rees et al., 2010).

Das endotheliale Protein Laminin-111 unterliegt ebenfalls dem Einfluss von MPO, da es sehr
stark oxidativ verandert wird. Diese durch MPO induzierten Modifikationen sind von enormer
Bedeutung, da durch eine alternierte Funktion von Laminin das Endothel geschwacht und die
Zell-Matrix-Interkation gestort wird. Auf diese Weise wird die Ablosung arteriosklerotischer
Plaques von den Gefaltwanden begunstigt und hamodynamisch relevante Folgeschaden fir

den Kreislauf wahrscheinlicher. (Nybo et al., 2019).
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2.5.4. Reduzierung der NO-Bioverfiigbarkeit

Neben direkten posttranslationalen Proteinmodifikationen nimmt MPO auch Uber eine
Reduktion der NO-Bioverfugbarkeit Einfluss auf die vaskulare Homdostase. Diese Erkenntnis
wird durch die Tatsache gestutzt, dass in MPO-defizienten Mausen im Rahmen von akut
inflammatorischen Prozessen eine verbesserte endotheliale Funktion und eine héhere NO-
Bioverflgbarkeit vorhanden ist (C. Zhang et al., 2001). AuBerdem konnte bei Patienten mit
einem Myokardinfarkt und anschlieRender Reperfusion eine Korrelation zwischen erhdhten
MPO-Plasmaspiegeln und einer vermehrten H>O2-Konsumption gemessen werden.

NO wird auf verschiedenen Wegen zu NO;" oxidert (Eiserich et al., 2002). Zum einen kann
dies durch MPO-unabhangige Faktoren wie beispielsweise Superoxid geschehen. Zum
anderen kann es im Peroxidasezyklus durch Compound | oder Il zu NO> oxidiert werden.
Diese Reaktion ist jedoch unter physiologischen Bedingungen eher unwahrscheinlich, da
konkurrierende Reduktionsmittel wie Tyrosin oder Ascorbinsaure eine ca. um den Faktor 1000
erhohte Konzentration haben und somit deutlich wahrscheinlichere Reaktionspartner
darstellen. NO;™ stellt wiederum ein Substrat fir MPO dar. MPO oxidiert dabei NO2™ zu NO»,
das aufgrund seiner hohen Instabilitat mit Proteinketten oder anderen Stoffen reagiert (The,
Nitrification, Delhi, & Nitrification, 1998).

Neben einer direkten Interaktion mit NO kann MPO auch Uber eine Reduzierung der Aktivitat
der endothelialen NO-Synthase (eNOS) die NO-Bioverfligbarkeit senken. Beispielsweise
kommt es durch MPO zu einer Chlorinierung von L-Arginin, sodass dies nicht mehr als
Substrat fir die eNOS zur Verfligung steht. Darlber hinaus senken durch MPO modifizierte

Lipoproteine die Expression der eNOS und verringern somit die NO-Bioverfligbarkeit.

2.5.5. Bedeutung fiir kardiovaskulare Erkrankungen

Auf der einen Seite sind die katalytischen Eigenschaften von MPO wichtig fur die
Pathogenabwehr im Rahmen des angeborenen Immunsystems, jedoch gibt es Beweise dafir,
dass die durch MPO vermittelten oxidativen Modifikationen im Rahmen inflammatorischer
Erkrankungen sich gegen das kérpereigene Gewebe richten und damit schadlich fur den
Organismus sind. Dazu zahlen beispielsweise kardiovaskulare Erkrankungen,
Nierenerkrankungen, inflammatorische Prozesse in der Lunge und in der Haut sowie
neurologische Erkrankungen wie Multiple Sklerose.

Bei klinischen Untersuchungen von Patienten konnte eine Korrelation zwischen dem Auftreten
eines chronischen Koronarsyndroms und erhéhten MPO-Plasmaspiegeln im Blut festgestellt
werden (R. Zhang et al., 2001). In weiter gehenden Untersuchungen zeigte sich sogar, dass

erhéhte MPO-Plamaspiegel bei Patienten mit einem chronischem Koronarsyndrom mit einer
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erhdhten kardiovaskularen Mortalitat einhergehen (Scharnagl et al., 2014). Darlber hinaus
eignet sich bei gesunden Patienten MPO als pradiktiver Parameter fur das spatere Auftreten
eines chronischen Koronarsyndroms (Meuwese et al., 2007), da die inflammatorisch bedingten
Umbauprozesse in der Gefaltwand lange vor der Manifestation der Symptomatik auftreten.
Des Weiteren spielt MPO auch eine wichtige Rolle beim akuten Koronarsyndrom. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die MPO-Plasmaspiegel bei Patienten
mit akutem Myokardinfarkt deutlich erhéht sind im Vergleich zu Patienten mit einer Angina
Pectoris (Khan, Sharif, & Khan, 2011) oder Patienten mit stabilem chronischem
Koronarsyndrom (Goldmann et al., 2009). Zudem migriert MPO durch die Infiltration von
neutrophilen Granulozyten in das Infarktareal und spielt daher eine wichtige Rolle beim
Remodeling. In Versuchen an Mausen konnte nach Ischamie und Reperfusion durch eine
pharmakologische Inhibition von MPO eine verbesserte Ejektonsfraktion, ein verbessertes
endsystolisches bzw. enddiastolisches Volumen und eine geringere Hypertrophie des linken
Ventrikels gemessen werden im Vergleich zu den korrespondierenden Wildtyp-Mausen (Ali et
al., 2016). Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von MPO im Rahmen von
strukturellen Umbauprozessen nach Myokardinfarkt.

Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt MPO eine wichtige Rolle zu. Bei betroffenen Patienten
sind erhdhte MPO-Plasmawerte zu finden (Rudolph et al., 2007). In experimentellen
Untersuchungen der Herzinsuffizienz bei Mausen zeigt sich bei MPO-defizienten Mausen eine
geringere Hypertrophie des linken Ventrikels und eine geringere Immigration
inflammatorischer Zellen in die Herzmuskelwand (Deuschl et al., 2014). Zusatzlich bewirkt
MPO durch eine vermehrte Konsumption von NO eine endotheliale Dysfunktion, wodurch
generell pathologische Prozesse innerhalb des Herzens aggraviert werden (Baldus et al.,
2004).

2.5.6. MPO und Aneurysmen

Bisher gibt es Belege flir eine Assoziation von MPO mit intrakraniellen Aneurysmen und
abdominellen Aortenaneurysmen (AAA), wahrend die Bedeutung von MPO im Rahmen von
TAAs weitestgehend unklar ist.

Bei Patienten mit zerebralen Aneurysmen wurde nicht nur ein erhéhter MPO-Plasmaspiegel
gemessen, sondern auch MPO in aneurysmatischem Gewebe nachgewiesen. In einem
zugehorigem Mausmodell zeigten MPO-defiziente Mause eine signifikant geringe Inzidenz
zerebraler Aneurysmen und hamorrhagischer Blutungsereignisse (Yi et al.,, 2015).
Pathophysiologisch besteht bei zerebralen Aneurysmen eine Assoziation von MPO mit der
Infiltration neutrophiler Granulozyten, dem strukturellem Umbau der Arterienwande und

letzendlich mit der Ruptur der Aneurysmen (Ollikainen et al., 2018).
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Bei AAAs gibt es ebenfalls Hinweise darauf, dass MPO eine wichtige Rolle einnimmt. In einem
ApoE-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass nach einer Behandlung mit Angiotensin Il eine
MPO-Defizienz vor der Entstehung eines Aortenaneurysmas schitzen kann. Dabei wurde in
den MPO-defizienten Mausen eine deutlich geringere Makrophageninfiltration beobachtet. Die
Aktivitat der MMPs 2&9 in der Tunica Media von GefalRwanden war herabgesetzt und es fand
eine geringere Fragmentierung von elastischen Fasern statt (Kim et al., 2017). Bei Patienten
mit AAA sind die MPO-Plasmaspiegel bereits schon ab einer geringen Dilatation der Aorta
abdominalis zu beobachten (Ramos-Mozo et al., 2011) und MPO wurde sowohl in der Intima
als auch in der Tunica Media nachgewiesen (Sherrah et al., 2017). AuRerdem wurden
zirkulierende neutrophile Granulozyten von AAA-Patienten entnommen und untersucht.
Hierbei zeigte sich eine vermehrte Produktion von H>O2 und eine starkere Ausschuttung von
MPO im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ramos-Mozo et al., 2011).

Die Rolle von MPO bei TAAs ist bisher weitestgehend unklar. Bei Patienten mit TAAs konnte
in aneurysmatischem Gewebe sowohl in der Intima als auch in der Tunica Media MPO
nachgewiesen werden (Sherrah et al., 2017), wobei der Plasmaspiegel von MPO nicht
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht war (Sherrah et al., 2017). Insbesondere in
Anwesenheit von strukturellen Gewebserkrankungen wie dem Marfan-Syndrom, ist die
Bedeutung von MPO fir die Entstehung bzw. den Progress von Aortenaneurysmen bisher
nicht untersucht worden und daher bedarf es weiterer Zuwendung der Forschung, um die

genaue Rolle von MPO zu eruieren.
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2.6 Hypothese und Fragestellung

Die Pathophysiologie des Marfan-Syndroms ist bislang inkomplett verstanden. Es gibt einige
Hinweise, dass inflammatorische Prozesse entscheidend an der Entstehung bzw. der
Progression des Aortenaneurysmas beteiligt sind. Aus diesem Grund wird in der folgenden
Studie die Rolle des Ham-Enzyms MPO analysiert. Durch die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies kann MPO phanotypische Veranderungen bei glatten Muskelzellen und
somit eine vaskulare Hypertrophie, die Sekretion von Proteasen und eine Kalzifizierung der
Gefallwand bewirken. MPO aktiviert MMPs durch die Oxidation von inaktiven pro-MMP-
Formen. Es potenziert das pathophysiologische Remodeling der endothelialen Glykokalix und
gilt als positiver pradiktiver Indikator fiir verschiedene kardiovaskulare Erkrankungen.

In der vorliegenden Studie soll untersucht werden, inwiefern MPO eine entscheidende Rolle
fir den morphologischen und funktionellen Phanotyp der Aorta im Rahmen des Marfan-
Syndroms spielt. Dabei wird vermutet, dass MPO durch seine oxidativen bzw. katalytischen
Eigenschaften die Signalaktivitat innerhalb der kontraktilen Einheiten zerstért und damit die
GefaBwand schwacht. Um die Hypothese zu prifen, sollen folgende Fragestellungen

beantwortet werden:

- Welche Funktion besitzt MPO in der Pathogenese des Aortenaneurysmas im Rahmen
des Marfan-Syndroms?

- FuUhrt ein Fehlen von MPO zu funktionellen kardiovaskuldren Veranderungen im
Marfan-Mausmodell?

- Welche pathogenetischen Mechanismen werden méglicherweise durch MPO induziert,

sodass es zur Entstehung eines Aneurysmas kommt?
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Pathogenese des Marfan-Syndroms und einem mdglichen
Einfluss durch MPO. links: intakte Aortenwand mit strukturierter und gleichmaRiger Anordnung der EZM

reprasentativ fur eine intakte GefaRwand; rechts: desorganisierte EZM
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3. Material und Methoden

3.1 Material
Formaldehyd 3,7% Thermo Scientific (16%-ige Losung)
PBS Life Technologies Limited
Triton X-100 Sigma Life Sciences
Dapi Sigma
Goat Serum Sigma
Rotihistol Carl Roth
Alkohol 70%/80%/90% Th. Geyer
Dapi Sigma
Resorcin-Fuchsin Waldeck
Weigert A+B Waldeck
HCI (37,5%) Carl Roth
NaCl Roth
CaCl Merck
NaN3 Roth
HBSS Thermo Fisher
DHE/DMSO Thermo Fisher
Isofluran Linde (CONOXIA GO2X)
Eindeckmittel Eukitt
Eindeckmittel fir Fluoreszenzfarbungen Dako Fluorescence Mounting Medium

Tabelle 1: Material

3.1.1. Antikorper

Anti-Cleaved- monoklonal Rabbit Cell Signaling
Caspase-3 Technology
Anti-Nitrotyrosin polyklonal Rabbit Sigma-Aldrich
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Alexa Fluor 594 anti-
Rabbit

Alexa Fluor 594

Ziege BioLegend

Tabelle 2: Antikdrper

3.1.2. Reaktionspuffer

DHE-Reaktionspuffer

DHE/DMSO 1:2000

Gelatinase Reaktionspuffer

150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0,2 mM NaNs,
50 mM Tris/HCI pH 7,6

Gelatinase Reaktionspuffer +EDTA

150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0,2 mM NaNs,
50 mM Tris/HCI pH 7,6

Tabelle 3: Reaktionspuffer

3.1.3. Reaktionskit

MPO Elisa, mouse

HyCult Biotechnology

Tabelle 4: Reaktionskit

3.1.4. Mauslinien

C57BL6/J

The Jackson Laboratory (Maine, USA)

MPOtm1Ius/J

The Jackson Laboratory

FBN1 C1039G+/-

The Jackson Laboratory

Tabelle 5: Mauslinien
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3.2 Methoden

3.21. Tierexperimentelles Modell

Zur moglichst genauen Analyse des Pathomechanismus benutzt man transgenetisch
veranderte Mause, die die Pathophysiologie des Marfan-Syndroms in einem
tierexperimentellen Modell imitieren. Dabei wurde zunadchst das sog. mgA - Mausmodell
benutzt. Hier fand eine Deletion der Exons 19-24 statt, sodass betroffene Mause nur ca. 10%
des Wild-Typ-Fibrillin-1 exprimieren. Wahrend bei einer heterozygoten mgA-Mutation die
Mause kaum von Wildtyp-Mausen zu unterscheiden sind, sterben bei einer homozygoten mgA
-Mutation die betroffenen Tiere aufgrund schwerer kardiovaskularer Manifestationen bereits in
einem Alter von 3 Wochen.

Eine weitere Gruppe ist die mgR/mgR-Mauslinie. Hier findet eine Insertion von einer
Neomycin-Kassette im Intron zwischen den beiden Exons 18 und 19 statt. Bei einer
homozygoten Mutation haben betroffene Tiere eine ca. 5-fach geringere Expression des
Wildtyp-Fibrillin-1. Sowohl homozygote als auch heterozygote Mause mit einer mgR-Mutation
werden gesund geboren, jedoch sterben sie in einem Alter von ca. 4 Monaten aufgrund

kardialer und pulmonaler Insuffizienz (Lygia Pereira et al., 1999).

Beide bereits genannten Mausmodelle zeigen drastische Verldufe der Fibrillin-Mutation,
jedoch sind sie nicht reprasentativ fur den menschlichen Verlauf des Marfan-Syndroms. Aus
diesem Grund finden sie keine Berlicksichtigung fur die Versuche in dieser Studie. Stattdessen
wurde das Fbn1°1%%9¢*- _Modell (MFS-Mause) zur Reprasentation des Marfan-Syndroms in
einem murinen Modell benutzt. Hier existiert eine Punktmutation im Fibrillin-1-Gen an Stelle
1039 der EGF-Domane, sodass die Aminosaure Cystein durch Glycin ersetzt wird.
Heterozygote Mause haben sowohl skelettale Manifestationen wie eine Wirbelsdulenskoliose
als auch kardiovaskulare Auffalligkeiten wie die Entwicklung eines Aortenaneurysmas. Nach
ca. 12 Monaten sterben die Mause aufgrund einer akuten Aortendissektion. Aufgrund der sehr
ahnlichen korperlichen Manifestationen eignet sich diese Mauslinie sehr gut als

reprasentatives Modell fur die Pathophysiologie beim Menschen (Judge et al., 2004).

Da ein zentraler Bestandteil dieser Studie der Vergleich einer MPO-Defizienz in Anwesenheit

einer Fbn1¢'9%9¢*_Mutation ist, wurde die Fbn1¢'%3°¢*- _Mauslinie mit der knockout Mauslinie

mpotmilus (Mpo'/') gekreuzt. Diese Mauslinie wurde an der ,University of California
generiert und ist kommerziell in ,The Jackson Laboratory“ erhaltlich. Die Mutation fir MPO ist
homozygot und es wird daher kein Genprodukt fur MPO generiert. Daher weisen die

Leukozyten keine Peroxidaseaktivitat auf und produzieren folglich keine hypochlorige Saure.
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Bei Kreuzung der Fbn1¢'%9¢*_Mauslinie mit der MPOIMNIUS; 5 Mauslinie entstand ein
Mausphanotyp, der sowohl eine Fbn1¢193%¢*_Mutation aufweist, als auch eine MPO-Defizienz
(MPO 7). Diese de-novo-Kreuzung ermdglichte nun den Vergleich des Einflusses einer MPO-
Defizienz auf die Fbn1¢1939¢*_Mutation. Als reprasentatives Mausmodell fiir einen gesunden

Menschen ohne eine Mutation im Fibrillin-Gen wurde eine C57BL6-Wildtyp-Mauslinie gewahlt.

Fir die durchgefiihrten Versuche wurden folgende Abklirzungen fir die jeweiligen Gruppen
gewahlt:

MFS = Fbn1¢'%%9¢*" ynd MPO **

WT = Fbn1¢'939¢** ynd MPO **

MFS/Mpo™ = Fbn1¢'93%¢*" ynd MPO

3.2.2. Organentnahme

Im Alter von 10 Wochen wurde bei den Mausen die Organentnahme gemaly des
Tierversuchsantrages getatigt. Zunachst wurde die Maus mit einer subkutanen Injektion von
Buprenorphin anasthetisiert und anschlieffiend mit Isofluran 4% narkotisiert. In einem ersten
Schritt wurde dann durch einen Haut- und danach Bauchfellschnitt der Peritonealraum
eroffnet. Dann wurde mit einer 27G-Kanule der linke Ventrikel punktiert und das Blut (ca. 1ml)
entnommen. Das Blut wurde anschlieRend zentrifugiert und das dadurch gewonnene Plasma
bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Nach der Blutentnahme wurde das Zwerchfell durchtrennt und der rechte Vorhof eroffnet.
Danach wurde der gesamte Blutkreislauf mit 10 ml NaCl-Flissigkeit gespdilt. Im folgenden
Schritt wurde dann die A. ascendens vom Aortenbogen getrennt und zusammen mit dem
Herzen entnommen. Das entnommene Praparat wurde nun fir 24 Stunden bei 4 Grad Celsius
in 4% Formalin fixiert und danach in Paraffin gegossen.

Der Aortenbogen wurde ebenfalls enthommen und mit TissueTec eingebettet und sofort als
Cryo-Block in flussigem Stickstoff gefroren. Fur die weitere Nutzung wurden die Cryo-Blécke

bei -80 Grad Celsius gelagert.

3.2.3. Immunfluoreszenz

Far die Immunfluoreszenz-Farbung wurden 4 gm dicke Schnitte angefertigt und anschlieRend
nach folgendem Protokoll gefarbt:
Zunachst wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fur ca. 5 Minuten aufgetaut und

anschliefend mit 3,7% FormaldehydIdsung fixiert. Dann wurden die Schnitte mit PBS drei Mal
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fir 5 Minuten gewaschen und daraufhin wurde das Gewebe flir 20 Minuten mit 0,1% Triton X-
100/PBS permeabilisiert. Als nachstes wurden unspezifische Bindungsstellen mit 10%
Ziegenserum in einer 0,1% Triton X-100/PBS- Losung fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
geblockt. Danach erfolgte die Inkubation mit den primaren Antikorpern bezlglich Cleaved-
Caspase 3 oder Nitrotyrosin bei 4 Grad Celsius Uber Nacht. Als Negativkontrolle wurde jeweils
ein Schnitt auf jedem Objekttrager mit einem IgG-Isotypantikorper behandelt. Am nachsten
Tag wurden die Proben nach dreimaligem Waschen mit PBS mit dem jeweiligen
Sekundarantikérper fur 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln behandelt. Erneut wurden
die Proben einem dreimaligen Waschgang unterzogen und daraufhin zur Kernfarbung fur 15
Minuten bei Raumtemperatur mit DAPI (1 ug/ml) inkubiert. Zum Schluss wurde erneut mit PBS
zweimalig gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Dako-Medium eingebettet und

mittels Keyence-Imaging-Software ausgewertet.

3.2.4. Trichrom-Masson-Farbung

Die Trichrom-Masson-Farbung dient der Darstellung von elastischen Fasern. Dabei wurden
Paraffinschnitte zunachst ca. 15 Minuten in Rotihistol entparaffinisiert. AnschlieRend wurden
die Schnitte einer Dehydratation unterzogen, indem sie jeweils 5 Minuten in einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%) eingetaucht wurden. Dann wurden die Schnitte
mit destilliertem Wasser gewaschen und daraufhin mit Resorcin-Fuchsin fur 15 Minuten
gefarbt. Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte kurz in 7%-HCL eingetaucht und dann
fur ca. 10 Minuten gebldut. Danach wurden die Schnitte jeweils 5 Minuten in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) und zum Schluss 15 Minuten in Rotihistol
inkubiert. Dann wurden die Schnitte mit Eukitt eingedeckt und mithilfe der Keyence Imaging

Software ausgewertet.

3.2.5. In-situ-Zymographie

Die in-situ-Zymographie dient der Darstellung der Aktivitat der MMPs 2&9. Hierbei wurde ein
Gelatin-haltiges Proteinkonjugat, das einen fluoreszierenden Farbstoff enthalt, auf die Schnitte
gegeben. Dieses Gemisch ist spezifisch fur MMP 2&9 und ermdglicht optimale
Aktivitatsbedingungen. Bei einer erhohten Proteolyse durch MMPs 28&9 entsteht eine
verstarkte Fluoreszenz.

Als Basis zur Analyse wurden daflir ein Reaktionspuffer und eine EDTA-Reaktionspuffer
hergestellt. Der Reaktionspuffer ermdglicht dabei die optimalen Bedingungen fur eine
maximale Aktivitdt der MMPs 2&9. Der EDTA-Puffer enthalt zusatzlich EDTA, welches die

Aktivitdt der MMPs 2&9 blockiert. Im ersten Schritt wurde zunachst 10 pyg/ml DQ-Gelatin
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sowohl im Gelatinase-Reaktionspuffer als auch im Gelatinase-EDTA-Puffer geldst. In
letzterem Puffer dient EDTA dazu, die spezifische Aktivitat der MMPs 2&9 zu blockieren. Dann
wurden 4 pym dicke Kryoschnitte bei Raumtemperatur 5 Minuten aufgetaut und anschlieend
mit der DQ-Gelatin-Gelatinase-Reaktionspuffer-Losung bedeckt. Als Negativkontrolle wurde
ein Schnitt auf jedem Objekttrager mit dem DQ-Gelatin-EDTA-Puffer belegt. Anschlie3end
wurden die Schnitte bei 37 Grad Celsius fur 3 Stunden inkubiert. Danach wurden sie zunachst
drei Mal mit PBS fur jeweils 5 Minuten gewaschen und dann mit Dako Fluorescence Mounting

Medium eingebettet.

3.2.6. Dihydroethidin-Farbung

DHE ist ein zellpermeabler Stoff, der mit Superoxid-Anionen zu den Reaktionsprodukten 2-
Hydroxyethidium bzw. Ethidium reagiert. Diese beiden Substanzen interkalieren mit der DNA
und reichern sich im Zellkern an. Dabei emittieren sie eine rote Fluoreszenz, die mithilfe von
Fluoreszenzmikroskopie gemessen werden kann.

Fir die Farbung lag DHE gel6st in DMSO als 10 mM Lésung bei -20 Grad Celsius vor. Als
Farbelésung wurde DHE/DMSO mit HBSS in einer Konzentration von 1:2000 verdinnt. Dann
wurden 4 uym dicke Kryoschnitte bei Raumtemperatur 5 Minuten aufgetaut und anschlieend
mit PBS 5 Minuten gewaschen. Dann wurden zur Kernfarbung die Schnitte mit DAPI (1:1000)
fur 15 Minuten inkubiert und anschlieRend erneut drei Mal jeweils fir 5 Minuten mit PBS
gewaschen. Nun wurde die DHE-Farbelésung auf die Schnitte gegeben und anschlieRend
wurden die Schnitte mit jeweils einem Deckglas bedeckt. Die nun bedeckten Schnitte wurden
im Anschluss daran in einem Inkubator bei 37 Grad Celsius fur 30 Minuten aufbewahrt und
direkt danach in einer Eisbox aufbewahrt, bis sie ca. 1 Stunde nach der Farbung analysiert

wurden.

3.2.7. MPO-Plasma-ELISA

Das wahrend der Organentnahme entnommene Plasma wurde mittels ELISA (Enzyme-linked-
immunosorbent-assay-Kit) analysiert. Fir die ELISA-Untersuchung wurden vorher die
Plasma-Proben mit 1:20 verdunnt. Die fur die Untersuchung notwendige Mikrotiterplatte
enthielt verschiedene Kammern, die jeweils am Boden mit einem Antikérper gegen MPO
beschichtet waren. In die jeweiligen Kammern wurden die verdinnten Probenlésungen bzw.
die Standardlésungen aufgetragen und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei fand
eine Bindung von MPO und dem Antikorper statt, sodass MPO nicht mehr frei zirkulierend in
der Probe, sondern am Boden der Kammern befestigt war. Nach der Inkubation fand ein

Waschschritt statt und anschlieRend wurden die Proben mit der Tracer-Losung, einem
36



biotinylierten Antikérper gegen MPO, wieder bei 1 Stunde Raumtemperatur inkubiert. Dann
erfolgte wieder ein Waschvorgang. Im Anschluss daran wurde ein Streptavidin-Peroxidase-
Konjugat den Proben hinzugegeben. Die Mischung wurde erneut fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert, sodass Streptavidin an Biotin des Antikérpers binden konnte.
Danach fand die Zugabe von Tetramethylbenzidin (TMB) statt, welches als Substrat fur die
Oxidase diente. Diese Reaktion wurde nach 30 Minuten durch die Hinzugabe von
Zitronensaure gestoppt. Zur Analyse des Ergebnisses wurden die Proben bei 450 nm
gemessen und die MPO-Konzentration in den einzelnen Proben in Relation zur Standardkurve

bestimmt.
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4. Ergebnisse

3.3 Nitrotyrosin-immunfluoreszenz-Analyse

Es ist bekannt, dass Nitrotyrosinierungen Indikatoren fur posttranslationale Modifikationen von
Proteinen sind und beispielsweise bei MPO-abhangiger Reaktion mit Proteinen der EZM
entstehen. (Baldus et al., 2001). Beim Marfan-Syndrom ist sowohl in-vitro in glatten
Muskelzellen als auch in humanem Gewebe von betroffenen Patienten vermehrt Nitrotyrosin
im Vergleich zu normalem Aortengewebe vorhanden (Jiménez-Altayd et al., 2018). Daher
wurde in dieser Studie untersucht, ob eine MPO-Defizienz die Nitrotyrosinierungen trotz der
Fibrillin-1-Mutation verhindern kann. Daflir wurde bei 10 Wochen alten Mausen der
Nitrotyrosin-Gehalt der Aortenschnitte mittels Immunfluoreszenz sichtbar gemacht. Hier zeigte
sich eine signifikant erhdhte 3-Nitrotyrosin-Menge in der Media bei den MFS-Mausen im
Vergleich zur MFS/Mpo™-Gruppe (p< 0,0045) und zur WT-Gruppe (p< 0,0021). Zwischen den
MFS/Mpo”-Mausen und den WT befand sich kein signifikanter Unterschied. Der Unterschied
zwischen den MFS- und den MFS/Mpo”-Mausen demonstriert eindriicklich, dass es bei einer

MPO-Defizienz zu deutlich weniger Nitrotyrosinierungen innerhalb der Aortenwand kommt.

MFS/Mpo--

Abbildung 3: Immunfluoreszenz-Analyse der 3-Nitrotyrosin-Konzentration in der GefaRwand der A.ascendens. N:
6,7,7; Alter: 10 Wochen; rot: 3-Nitrotyrosin; Mastab, 50 um
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Diagramm 1: Quantifizierung des Immunfluoreszenz-Signals von 3-Nitrotyrosin in
Abhangigkeit von der Gesamtflache der GefaRwand der A.ascendens. N: 6,7,7; **P<0.01.
Mittelwert £ SEM; Alter: 10 Wochen

34 DHE-Fluoreszenz-Analyse

Aufgrund der Tatsache, dass beim Marfan-Syndrom die erhéhte Konzentration an Nitrotyrosin
mit dem Vorhandensein von ROS assoziiert ist (Jiménez-Altayo et al., 2018), wurde in einem
nachsten Schritt untersucht, ob es bei einer MPO-Defizienz ebenfalls zu einer geringeren
ROS-Produktion kommt. Diese Vermutung wurde mittels einer DHE-Fluoreszenz-Analyse auf
Aortenschnitten von 10 Wochen alten Mausen uberprift. Die Fluoreszenzanalyse bestatigt
zum einen den signifikanten Unterschied zwischen der MFS- und der WT-Gruppe (p< 0,0284),
der bereits in der Literatur vorbeschrieben ist. Zum anderen war auch der Signalunterschied
zwischen der MFS- und der MFS/Mpo™-Kohorte (p< 0,0261) statistisch signifikant. Da das
detektierte DHE-Signal ein Marker fir das Vorhandensein von ROS ist, kann man die
Schlussfolgerung ziehen, dass eine MPO-Defizienz eine Produktion von ROS Uuber das

physiologische Maf} (WT) hinaus verhindert.

MFS/Mpo--

Abbildung 4: DHE-Fluoreszenz-Analyse der Gefallwand der A. ascendens nach 3 Inkubation
mit DHE/DMSO. N: 6,7,7; Alter: 10 Wochen; rot: DHE-Signal; Maf3stab, 50 um.
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Diagramm 2: Quantifizierung des DHE-Fluoreszenz-Signals in Abhangigkeit von der
Gesamtflache der GefalBwand der A. ascendens. N: 6,7,7; *P<0.05. Mittelwert + SEM; Alter:
10 Wochen

3.5 Cleaved-Caspase-3-Immunfluoreszenz-Analyse

Ein wichtiger Faktor in der Pathogenese des Marfan-Syndroms ist der Untergang der glatten
Muskelzellen. Als Konsequenz wird das Zusammenspiel der glatten Muskelzellen mit dem
extrazellularen Fibrillin-Elastin-Faser-Netzwerk in Form der kontraktilen Einheiten zerstért und
die Entstehung des Aneurysmas sogar beschleunigt. Im Rahmen des apoptotischen
Zellunterganges wird das proapoptotische Enzym Cleaved-Caspase-3 auf der Zelloberflache
prasentiert. Eine Behandlung mit einem Pan-Caspase-Inhibitor verzdgert die Ausbildung eines
Aneurysmas (Emrich et al., 2015).

Aufgrund der Tatsache, dass eine MPO-Defizienz bei 10 Wochen alten Mausen mit einer
signifikant geringeren Anzahl an Nitrotyrosinierungen und einer deutlich verminderten
Produktion von ROS verbunden ist, wurde im folgenden Schritt untersucht, ob dadurch auch
eine geringere Apoptoserate in der GefalBwand existiert. Deshalb wurde diese Vermutung
mithilfe einer Immunfluoreszenz-Analyse auf das proapoptotische Enzym Cleaved-Caspase-3
gepruft.

Bei der Immunfluoreszenzfarbung der Aortenschnitte von 10 Wochen alten Mausen zeigte sich
in der MFS-Gruppe eine deutlich erhéhte Expression von Cleaved-Caspase-3 im Vergleich zur
MFS/Mpo”-Gruppe (p< 0,0004) und zur WT-Gruppe (p< 0,0004). Die vermehrte Expression
von Cleaved-Caspase-3 deutet auf eine verstarkte Apoptose in den glatten Muskelzellen der
Aortenwand hin. Die diametralen Unterschiede zwischen den MFS- und den MFS/Mpo™-
Mausen verdeutlichen, dass eine MPO-Defizienz eine vermehrte Apoptose in der GefaRwand

unterbinden kann.
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Auch bei 6 Wochen alten Mausen zeigt sich in der MFS-Gruppe eine vermehrte Expression
von Cleaved-Caspase-3 im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen, wobei diese
Unterschiede nicht statistisch signifikant waren. Diese Beobachtung zeigt jedoch, dass bereits
schon sehr friih in der Pathogenese des Aneurysmas eine vermehrte Apoptose stattfindet, die

potenziell durch eine MPO-Defizienz aufgehoben werden kann.

MFS/Mpo--

Abbildung 5: Immunfluoreszenz-Analyse der Cleaved-Caspase-3-Konzentration in der
GefalRwand der A. ascendens. N: 6,7,7; Alter: 10 Wochen; rot: Cleaved-Caspase-3; Malstab,
50 ym
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Diagramm 3: Quantifizierung des Immunfluoreszenz-Signals von Cleaved-Caspase-3 in
Abhangigkeit von der Gesamtflache der Gefallwand der A. ascendens. N: 6,7,7; ***P<0.001.
Mittelwert £ SEM; Alter:10 Wochen
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Diagramm 4: Quantifizierung des Immunfluoreszenz-Signals von Cleaved-Caspase-3 in
Abhangigkeit von der Gesamtflache der Gefallwand der A. ascendens. N: 5,5,5; Mittelwert +
SEM; Alter: 6 Wochen

3.6 In-situ-Zymographie

MMP 2&9 sind die Hauptmediatoren der proteolytischen Spaltung elastischer Fasern und der
Degradation der EZM-Proteine (Ada W.Y. Chung et al., 2007). lhre Blockade mittels
Doxyzyklin, einem unspezifischem MMP-Inhibitor, mildert die Fragmentierung elastischer
Fasern stark ab und verzogert somit die Entstehung eines Aortenaneurysmas deutlich (Ada
W.Y. Chung et al., 2008). Vor diesem Hintergrund war es von grolRem Interesse, inwieweit
eine MPO-Defizienz die Aktivitat der MMPs 2&9 beeinflusst. Daher flihrten wir zur Messung
der Aktivitdt der MMPs 2&9 eine in-situ-Zymographie von Aortenschnitten bei 10 bzw. 6
Wochen alten Mausen durch.

Bei den 10 Wochen alten Tieren zeigt sich bei der MFS-Gruppe eine abnorm erhéhte Aktivitat
der MMPs 2&9 im Vergleich zur MFS/Mpo™-Gruppe (p<0,0017) und ebenfalls verglichen mit
der WT-Gruppe (p<0,0019). Die Aktivitét in der MFS/Mpo™-Gruppe unterschied sich nicht
signifikant von der Aktivitat in der WT-Gruppe. Der Vergleich der MFS- mit der MFS/Mpo™-
Gruppe offenbart, dass eine MPO-Defizienz mit einer stark verringerten Aktivitat der MMPs
2&9 assoziiert ist.

Die Aktivitatsanalyse bei 6 Wochen alten Mausen deutet auf dieselbe Erkenntnis hin, wobei
der Unterschied zwischen der MFS- und der MFS/Mpo™-Gruppe nicht signifikant war
(p<0,1393). Offenbar wirkt eine MPO-Defizienz schon im initialen Stadium der Entstehung des

Aneurysmas protektiv auf das Remodeling in der Aortenwand.
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MFS/Mpo--

Abbildung 6: In-situ-Zymographie der GefaBwand der A. ascendens. N: 6,7,7; Alter: 10
Wochen; Grin: Signalktivitat; MaRstab, 50 pm
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Diagramm 5: Quantifizierung des Fluoreszenz-Signals der MMP 2&9-Aktivitat in Abhangigkeit
der Gesamtflache der Gefalwand der A. ascendens. N: 6,7,7; **P<0.01. Mittelwert + SEM,;
Alter: 10 Wochen
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Diagramm 6: Quantifizierung des Fluoreszenzsignals der MMP 2&9-Aktivitat in Abhangigkeit
von der Gesamtflache der Gefallwand der A. ascendens. N: 5,5,5; Mittelwert + SEM; Alter: 6

Wochen
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3.7  Trichrom-Masson-Farbung

Bisher wurde festgestellt, dass eine MPO-Defizienz nicht nur mit geringeren
posttranslationalen Modifikationen und einer verminderten Produktion von ROS einhergeht,
sondern auch mit einer deutlich abgeschwachten Apoptoserate und erniedrigten MMP 2&9-
Aktivitat assoziiert ist. Daher wurde im nachsten Schritt die Hypothese geprift, dass die bisher
gemessenen Phanomene eine biologische Relevanz haben flir den vaskularen Phanotyp und
in einer erhohten Fragmentierung von elastischen Fasern in der Tunica Media resultieren.

In der Trichrom-Masson-Farbung bei 10 Wochen alten Mausen war in der MFS-Kohorte eine
massiv erhdhte Anzahl an Strangbriichen der elastischen Fasern verglichen mit der
MFS/Mpo”-Gruppe (p<0,0001) und der WT-Gruppe (p<0,0001) vorhanden. Die MFS/Mpo™-
Gruppe hatte etwas mehr Strangbriiche in den elastischen Fasern als die WT-Gruppe, wobei
dieser Unterschied nicht statistisch signifikant war.

Insgesamt konnte daher die Vermutung bestatigt werden, dass eine MPO-Defizienz nicht nur
zur einer verminderten MMP 2&9-Aktivitat fuhrt, sondern auch vor einer Ubermafligen Spaltung

elastischer Fasern schutzt.

MFS/Mpor- \\\\\\? ')

Abbildung 7: Imunohistochemische Farbung (Trichrom-Masson) der GefalRwand der A.
ascendens. N: 6,5,6; Alter:10 Wochen; Mal3stab, 50 um

44



*kkk *kkk

0.020
€
=
S 0.015+
e
2
5 0.010-
2
=)
% 0.005+
5
n
0.000-
& N
$ é“% S
%\é‘
&
&

Diagramm 7: Quantifizierung der Strangbriiche der Gefallwand der A.ascendens. N: 6,5,6;
Mittelwert £ SEM; Alter: 10 Wochen

3.8 In-vivo-Analyse des Aortendurchmessers

Bisher wurde lediglich gezeigt, dass es bei einer MPO-Defizienz nicht zur vermehrten
Aktivierung pathophysiologisch relevanter Enzyme kommt, was sich in der verringerten
Fragmentierung elastischer Fasern widerspiegelt. Deshalb wurde im folgenden Versuch die
sich daraus ableitende Hypothese Uberprift, ob eine MPO-Defizienz die Entstehung eines
Aneurysmas unterbindet und damit die Dilatation der Aorta verhindert. Deshalb wurde eine in-
vivo Ultraschalluntersuchung bei 12 Wochen alten Mausen durchgefihrt. Dabei stellte sich
heraus, dass in der MFS/Mpo™-Gruppe mit einem Durchmesser von 1,69 mm +- 0.10 mm ein
deutlich geringerer Durchmesser der Aorta vorhanden war als bei MFS-Tieren, die einen
Durchmesser von 2,01 +-0,09 mm besallen. Die WT-Gruppe hatte einen mittleren
Durchmesser von 1,70 +-0,13 mm.

Die Analyse des Durchmessers verdeutlicht die biologische Relevanz der bisherigen
histologischen Befunde und zeigt, dass eine MPO-Defizienz bei 12 Wochen alten Mausen die

Entstehung eines Aortenaneurysmas verhindert.

Abbildung 8: Echokardiographische Untersuchung der A.ascendens, N: 9,12,11; Alter: 12
Wochen
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Diagramm 8: Analyse des Durchmessers der A. ascendens, N: 9,12,11; ***P<0.001,
****P<0,0001, Mittelwert + SEM; Alter: 12 Wochen

3.9 MPO-Plasmaspiegel-Analyse

Nachdem gezeigt wurde, dass eine MPO-Defizienz eine biologische Relevanz hat hinsichtlich
der Entstehung von Aortenaneurysmen im Rahmen des Marfan-Syndroms, wurde im nachsten
Schritt Gberprift, ob bei entsprechenden MFS-Tieren eine vermehrte Dilatation der Aorta

mit einem erhdéhten Vorkommen von zirkulierendem MPO assoziiert ist. Dies wurde durch eine
Uberpriifung des MPO-Plasmaspiegels bei ebenfalls 12 Wochen alten Mausen mittels eines
ELISA-Verfahrens ermittelt. Hier zeigte sich, dass in den MFS-Tieren signifikant erhéhte MPO-
Plasmaspiegel vorhanden waren im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe. Dies unterstreicht die
enorme Bedeutung von MPO fiir die Entstehung von Aortenaneurysmen im Rahmen des

Marfan-Syndroms.
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Diagramm 9: Analyse des MPO-Plasmaspiegels, N: 11, 17, 9; *P<0.05, ****P<0,0001,
Mittelwert £ SEM; Alter: 12 Wochen
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4, Diskussion

Die fur diese Arbeit generierten Daten zeigen, dass MPO mit der Entstehung von
Aortenaneurysmen in einem Marfan-Syndrom-Mausmodell assoziiert ist. Diese Erkenntnis
unterstreicht damit die bisher unterschatzte Bedeutung inflammatorischer Prozesse fur die
Entstehung von Aortenaneurysmen beim Marfan-Syndrom. Aufgrund der Tatsache, dass eine
MPO-Defizienz bei Mausen im Alter von 12 Wochen trotz einer Fibrillin-1-Mutation eine
Dilatation der A. ascendens sogar verhindert, Iasst vermuten, dass MPO bereits an der initialen
Entstehung des Aortenaneurysmas beteiligt ist.

Pathophysiologisch betrachtet kommt es bei der Entstehung des Marfan-Syndroms zu einer
verstarkten Aktivitat der MMPs 2&9, einer erhdhten ROS-Produktion und zahlreichen
Strangbriuchen der elastischen Fasern. Diese Prozesse resultieren in einer signifikanten
Schwéachung der Aortenwand, was sich phanotypisch in einer Dilatation bei 12 Wochen alten
Mausen zeigt.

In den MFS/Mpo™-M&usen unterschied sich sowohl die ROS-Produktion als auch die Aktivitat
der MMPs nicht wesentlich von den WT-Mausen und auch die elastischen Fasern wiesen
deutlich weniger Strangbriche auf als die MFS-Mause. Dies unterstreicht die These, dass
MPO trotz der Anwesenheit einer Fibrillin-1-Mutation eine entscheidende Rolle fir die

pathologische Signalaktivitat in der Aortenwand spielt.

4.1 Angriffspunkt von MPO

Die fur diese Arbeit gewonnenen Befunde zeigen eindeutig einen starken Einfluss von MPO
in der Entstehung von Aortenaneurysmen beim Marfan-Syndrom. Jedoch zeigt diese Studie
nicht den genauen Wirkmechanismus von MPO in der Aortenwand auf. Auf der einen Seite ist
es moglich, dass MPO direkt das defekte Fibrillin-1-Protein posttranslational modifiziert und
damit sekundar weitere Signalkaskaden wie die Aktivierung von MMPs katalysiert. Auf der
anderen Seite kdnnte auch MPO als Reaktion auf bereits initiale inflammatorische Prozesse
in die Aortenwand migrieren und Uber glatte Muskelzellen die proapoptotischen Prozesse und

die Aktivierung von MMPs verstarken.

4.1.1. EZM als potenzieller Angriffspunkt fiir MPO

In dieser Studie konnte in den MFS-Mausen ein deutlich erhéhter Gehalt an Nitrotyrosin als

Indikator flir posttranslationale Modifikationen in der Aortenwand im Vergleich zu den
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MFS/Mpo”-Mausen nachgewiesen werden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass MPO durch
die Modifikation von Fibrillin-1 in das Remodeling der GefalRwand eingreift.

Mutiertes Fibrillin-1 hat aufgrund seiner defekten Struktur in seiner EGF-Domane freie
Cysteinreste, die durch MPO potenziell oxidativ modifiziert werden kénnten. Durch eine
Reaktion mit MPO kann potenziell die Quartarstruktur von Fibrillin-1 noch starker verandert
und folglich die Architektur der EZM weiter destabilisiert werden. Eine solche Interaktion von
MPO mit Fibrillin-1 wirde bedeuten, dass MPO extrem friih in die pathophysiologische
Signalkaskade eingreift und somit eine zentrale Rolle fur die Entstehung des Aneurysmas hat.
Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, dass eine MPO-Defizienz in den MFS/Mpo™-Mausen
Ubermafige posttranslationale Modifikationen wie Nitrotyrosinierungen verhindert und damit
wahrscheinlich sekundar aktivierte Signalkaskaden wie eine erhdhte ROS-Produktion, eine
Aktivierung von MMPs 2&9 oder eine vermehrte Apoptose verhindert.

Trotz dieser vielversprechenden Theorie gibt es jedoch auch berechtigte Limitationen fur diese
Annahme. Zum einen zeigt sich auch in den MFS/Mpo™-Mausen nach 10 Wochen eine leicht
erhdéhte Anzahl an Strangbruchen im Vergleich zu den WT-Mausen. Daher gilt es als eher
wahrscheinlich, dass die Aktivierung pathophysiologischer Prozesse nicht allein durch die
Anwesenheit von MPO erklart werden kann. Diese Vermutung wird dadurch gestutzt, dass in
Anwesenheit von defekten Fibrillin-Mikrofibrillen biologisch aktives TGF- aus seiner Bindung
zum LTBP freigesetzt wird und sekundar MMPs aktiviert (Dietz, 2007). Des Weiteren zeigt sich
auch im Rahmen von Ultraschall-Follow-Up-Untersuchungen der in dieser Studie benutzten
Maustypen zu spateren Zeitpunkten eine zunehmende Dilatation der Aorta bei den
MFS/Mpo™-Mausen. Nach 12 Monaten gleicht sich der Durchmesser der MFS/Mpo™-Mause
den MFS-Mausen an. (unveroffentlichte Daten). Diese Ergebnisse bestatigen, dass MPO-
unabhangige Prozesse das pathophysiologische Remodeling beeinflussen und langfristig
sogar den Effekt einer MPO-Defizienz relativieren.

Insgesamt ist die Vermutung der Interaktion von MPO mit Fibrillin-1 als Eingriff in den
pathophysiologischen Prozess des Aortenaneurysmas eine plausible Erklarung fur die in
dieser Studie gewonnen Ergebnisse. Es bedarf jedoch noch weiterer Untersuchungen, um

diese Vermutung zu erharten.

Eine weitere Moglichkeit der Entstehung des Aneurysmas ist eine MPO-abhangige
Modifikation von anderen extrazelluldren Proteinen, die in direktem Kontakt zu Fibrillin-1
stehen, und damit eine zusatzliche Destabilisierung der EZM bewirken kdnnen. In humanen
Hautfibroblasten konnte in-vitro gezeigt werden, dass intaktes Fibronektin essenziell fir die
Organisation von Fibrillin-1 in der EZM ist. Bei einer Elimination von Fibronektin kommt es zu
einer Desorganisation von Fibrillin-1 (Utani, 2010). Es ist bekannt, dass MPO per Transzytose

in die subendotheliale Schicht von Gefallwanden gelangt und dort Fibronektin
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posttranslational modifiziert (Baldus et al., 2001). Insofern ist ebenfalls denkbar, dass MPO
indirekt durch eine Reaktion mit Fibronektin eine destabilisierende Wirkung auf Fibrillin-1

ausubt und damit die Aktivierung pathologischer Signalkaskaden beschleunigt.

4.1.2. MPO als Aktivator von MMPs

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass trotz einer Fibrillin-1-Mutation eine MPO-
Defizienz die Aktivitdt der MMPs 2&9 deutlich abmildert. Diese Korrelation wirft Fragen nach
dem Mechanismus der MPO-abhangigen Aktivierung der MMPs 2&9 auf. Neben einer
sekundaren Aktivierung von MMPs durch posttranslationale Modifikationen an Proteinen der
EZM ist auch eine direkte Interaktion von MPO mit den MMPs 2&9 eine alternative Erklarung
fur deren erhdhte Aktivitat.

In Bezug auf MMP-7 hat MPO eine ambivalente Rolle. Auf der einen Seite konnte gezeigt
werden, dass MPO durch oxidative Modifikationen an Cysteinresten von pro-MMP-7 eine
autolytische Abspaltung des Pro-Peptids bewirkt und damit MMP-7 aktiviert (Fu, Kassimm,
Parks, & Heinecke, 2001). Paradoxerweise kommt es auf der anderen Seite bei einer Reaktion
von HOCI mit aktivem MMP-7 zu einer Modifikation von Tryptophan- und Glycinresten im
katalytischen Zentrum von MMP-7, wodurch das Enzym letztlich inaktiviert wird (Fu, Kassim,
Parks, & Heinecke, 2003).

In Bezug auf die MMPs 2&9 gibt es zwar in neuroinflammatorischen Modellen Hinweise darauf,
dass eine erhdhte Aktivitat von MPO mit einer ebenfalls gesteigerten Aktivitdt von MMP-9
einhergeht (Y. Zhang et al., 2020), jedoch ist eine direkte Modifizierung durch MPO bisher
noch nicht beschrieben worden.

Eine weitere Moglichkeit fur eine gesteigerte Aktivitat der MMPs 2&9 ist eine Inaktivierung der
jeweiligen physiologischen Gegenspieler, den sog. TIMPs. Im Aortengewebe von erkrankten
Patienten zeigt sich ein Ungleichgewicht hinsichtlich der Aktivitat von MMPs und TIMPs im
Vergleich zu gesunden Patienten (lkonomidis et al., 2006). Eine mdgliche Erklarung hierflr
kann eine Inaktivierung der TIMPs durch MPO sein. Beispielsweise reagiert MPO mit einem
Cysteinrest in der N-terminalen Region von TIMP-1 und bewirkt somit eine Inaktivierung dieses
Enzyms (Kate Shannon ., 2016). Dadurch fehlt MMP 2&9 eine natlrliche Unterdriickung ihrer
proteolytischen Aktivitat, wodurch die Fragmentierung der elastischen Fasern katalysiert wird.
Dartber hinaus erscheint eine indirekte Aktivierung von MMPs durch eine MPO-abhangige
Reduzierung der NO-Bioverfugbarkeit ebenfalls mdglich. In Endothelzellen von
Koronararterien bewirkt eine Reduzierung von NO eine vermehrte Freisetzung von aktivem
MMP-2 (Wang, Viappiani, Sawicka, & Schulz, 2005). MPO senkt auf mehrere Weisen die NO-
Bioverflgbarkeit. Erstens reagiert es mittels Compound | oder Il direkt mit NO und férdert

dadurch eine endotheliale Dysfunktion (Cheng et al., 2019). Darlber hinaus reagiert HOCI mit
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L-Arginin, dem Substrat fir die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und verhindert somit die
NO-Produktion (C. Zhang et al., 2001). Aufterdem kann HOCI auch direkt die Funktion der
eNOS hemmen (Xu, Xie, Reece, Pimental, & Zou, 2006). Da beim Marfan-Syndrom eine
verminderte Expression der eNOS und eine reduzierte NO-Bioverfugbarkeit (A. W.Y. Chung
et al., 2007) vorhanden ist, kdnnte hier mechanistisch eine MPO-abhangige Reduzierung von
NO zu einer erhdhten Aktivierung der MMPs 2&9 fuhren.

4.1.3. MPO und ROS

Ein weiterer enorm wichtiger Faktor in der Entstehung des Aneurysmas sind reaktive
Sauerstoffspezies (ROS). ROS werden als Nebenprodukt intrazellular von Mitochondrien
produziert durch membranstéandige NADPH-Oxidasen (NOX). Diese Ubertragen Elektronen
auf Sauerstoffmolekile, sodass O.. entsteht. Das hoch instabile O.. wiederum reagiert zum
weniger instabilen H2O».

Es konnte sowohl in-vitro in glatten Muskelzellen als auch im Aortengewebe von Marfan-
Patienten eine erhdhte Expression von NOX-4 festgestellt werden. In einem Marfan-Syndrom-
Mausmodell ist bei einer Defizienz von NOX-4 eine deutliche geringe Elastinfragmentierung
und eine geringe Endotheldysfunktion zu beobachten. Somit scheint die Funktion der
kontraktilen Einheiten in der Aortenwand zumindest zum Teil durch ROS bedingt zu sein
(Onetti et al., 2016).

Im Rahmen der Immunabwehr reagiert MPO mit H.O, der jeweiligen NOXs von Leukozyten.
Im Rahmen von arteriosklerotischen Prozessen reagiert MPO auch mit dem aus endothelialen
membranstandigen NOXs entstandenem H>0,, wodurch HOCI entsteht.

In dieser Studie zeigte sich in der DHE-Farbung, dass in der Aortenwand trotz einer Fibrillin-
1-Mutation bei einer MPO-Defizienz keine Erhdéhung von ROS im Vergleich zu den
korrespondierenden Wildtypen zu beobachten ist. Da beim Marfan-Syndrom vermehrt ROS
gebildet werden, erscheint es gut moglich, dass diese als Substrat fur MPO dienen kénnen

und MPO dadurch die pathologischen Prozesse innerhalb der GefalBwand beschleunigt.

4.2 MPO - Relevanz fiir die Pathogenese des humanen Marfan-Syndroms

Die in diesem Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie sind nur
bedingt auf den Menschen Ubertragbar. Zum Beispiel sind im Vergleich zum Menschen bei
Mausen Mutationen an anderer Stelle im Fibrillin-1-Genabschnitt, um einen marfanoiden
Phanotyp zu provozieren. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine MPO-

Defizienz zwar in einem murinen Marfan-Modell protektiv hinsichtlich einer Dilatation des
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Aortendurchmessers wirkt, aber beim Menschen wirkungslos ist. Deshalb ist eine
Untersuchung des Einflusses von MPO bei Patienten mit Marfan-Syndrom eine sinnvolle
Option, um die Rolle von MPO genauer zu verstehen. Ein moglicher erster Anhalt fur eine
bedeutsame Rolle kénnte der Nachweis von MPO in aneurysmatischem Gewebe von Marfan-
Patienten sein. Einschrdnkend muss hier jedoch erwahnt werden, dass der Nachweis von
MPO in der Aortenwand im Fruhstadium der Erkrankung methodisch sehr schwierig zu
realisieren ist, da meistens im Rahmen von operativen Eingriffen nur aneurysmatisches
Gewebe aus einem fortgeschrittenen Stadium benutzt werden kann und hierbei MPO
vermutlich eine untergeordnete Rolle spielt.

In anderen Studien konnte MPO als Marker bzw. als Vorhersagewert fur weitere
kardiovaskulare Erkrankungen identifiziert werden. Beispielsweise gilt MPO bei gesunden
Patienten als positiver pradiktiver Parameter fir das Auftreten eines chronischen
Koronarsyndroms (Meuwese et al., 2007). Daher ist die Untersuchung einer eventuellen
Korrelation des MPO-Plasmaspiegels mit der Entstehung von Aortenaneurysmen und deren
Ruptur bei betroffenen Patienten sinnvoll. Falls der vermutete Zusammenhang positiv
korreliert, ware dies klinisch sehr bedeutsam, da dadurch eventuell MPO ein positiver
pradiktiver Marker fur die Entstehung bzw. Entwicklung eines Aortenaneurysmas beim Marfan-

Syndrom sein kann.

4.3 Ausblick fiir die Zukunft

Diese Studie zeigt deutlich, dass MPO mit der Entstehung von Aortenaneurysmen beim
Marfan-Syndrom assoziiert ist. Es ist daher sehr gut méglich, dass eine pharmakologische
Inhibition von MPO einen neuartigen therapeutischen Ansatz in der konservativen Therapie
des Marfan-Syndroms darstellt. Zum genauen Verstandnis fiir die exakte Rolle von MPO im
pathophysiologischen Prozess sind jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig.
Betrachtet man den Pathomechanismus, bleibt eine wichtige Frage nach dem
Reaktionspartner in der Gefallwand, Uber den MPO seine Wirkung entfalten kann.
Beispielsweise konnte man mithilfe von massenspektrometrischen Analysen eventuelle
oxidative Modifikationen von Proteinen in der EZM detektieren.

Zudem ist auch noch nicht die Frage geklart, wie MPO in die Aortenwand gelangt. Bisher
konnte zwar eine vermehrte Migration von Makrophagen in den Aneurysmabereich festgestellt
werden, jedoch geschieht dies erst nach ca. 8 Wochen (G. Guo et al., 2006). Es ist daher
unwahrscheinlich, dass MPO mittels Monozyten in die Aortenwand gelangt, da in dieser Studie
eine MPO-Defizienz schon nach 6 Wochen mit einer geringeren Aktivitat der MMPs 2&9
assoziiert ist und MPO daher wahrscheinlich schon viel friiher seine Wirkung entfaltet. Eine

Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der GefalRwand ist bisher nicht dokumentiert
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worden. Jedoch kann man mithilfe durchflusszytometrischer Verfahren den Gehalt
inflammatorischer Zellen in der Aortenwand bestimmen und quantifizieren.

Im Hinblick auf eine mdgliche neue therapeutische Option in der konservativen Behandlung
beim Marfan-Syndrom beim Menschen ist es interessant zu erfahren, inwieweit eine MPO-
Blockade mittels eines MPO-Inhibitors die Entstehung eines Aortenaneurysmas bei Mausen
verhindern kann. In anderen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass eine Behandlung
mittels eines MPO-Inhibitors den Effekt auf kardiovaskulare Erkrankungen deutlich abmildert
(Klinke et al., 2018). Die Ergebnisse dieser Studie lassen die Hypothese zu, dass eine MPO-
Blockade bereits postnatal die maximale Wirkung erzielen wirde, weil dadurch samtliche
MPO-abhangigen Signalkaskaden inaktiv blieben und die Entstehung des Aneurysmas

dadurch deutlich abgeschwacht werden wirde.
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6. Anhang

6.1 Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Pathogenese des Marfan-Syndroms. links: intakte
Aortenwand mit strukturierter und gleichmagiger Anordnung der EZM reprasentativ fur eine
intakte GefalRwand; rechts: desorganisierte EZM mit Zerteilung extrazellularer Proteine 23
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Pathogenese des Marfan-Syndroms und einem
moglichen Einfluss durch MPO. links: intakte Aortenwand mit strukturierter und gleichmafiger
Anordnung der EZM reprasentativ fir eine intakte Gefallwand; rechts: desorganisierte EZM
30
Abbildung 3: Immunfluoreszenz-Analyse der 3-Nitrotyrosin-Konzentration in der Gefallwand
der A.ascendens. N: 6,7,7; Alter: 10 Wochen; rot: 3-Nitrotyrosin; Maf3stab, 50 ym 38
Abbildung 4: DHE-Fluoreszenz-Analyse der GefalRwand der A. ascendens nach 3 Inkubation
mit DHE/DMSO. N: 6,7,7; Alter: 10 Wochen; rot: DHE-Signal; Mal3stab, 50 pym. 39
Abbildung 5: Immunfluoreszenz-Analyse der Cleaved-Caspase-3-Konzentration in der
GefalRwand der A. ascendens. N: 6,7,7; Alter: 10 Wochen; rot: Cleaved-Caspase-3; Malstab,

50 um 41
Abbildung 6: In-situ-Zymographie der Gefallwand der A. ascendens. N: 6,7,7; Alter: 10
Wochen; Grun: Signalktivitat; Mafstab, 50 pm 43
Abbildung 7: Imunohistochemische Farbung (Trichrom-Masson) der Gefallwand der A.
ascendens. N: 6,5,6; Alter:10 Wochen; Mal3stab, 50 pm 44
Abbildung 8: Echokardiographische Untersuchung der A.ascendens, N: 9,12,11; Alter: 12
Wochen 45
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6.3 Diagrammverzeichnis

Diagramm 1: Quantifizierung des Immunfluoreszenz-Signals von 3-Nitrotyrosin in
Abhangigkeit von der Gesamtflache der GefaRwand der A.ascendens. N: 6,7,7; **P<0.01.
Mittelwert £ SEM; Alter: 10 Wochen 39
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Diagramm 2: Quantifizierung des DHE-Fluoreszenz-Signals in Abhangigkeit von der
Gesamtflache der GefaBwand der A. ascendens. N: 6,7,7; *P<0.05. Mittelwert + SEM; Alter:
10 Wochen 40
Diagramm 3: Quantifizierung des Immunfluoreszenz-Signals von Cleaved-Caspase-3 in
Abhangigkeit von der Gesamtflache der Gefallwand der A. ascendens. N: 6,7,7; ***P<0.001.
Mittelwert £ SEM; Alter:10 Wochen 41
Diagramm 4: Quantifizierung des Immunfluoreszenz-Signals von Cleaved-Caspase-3 in
Abhangigkeit von der Gesamtflache der Gefallwand der A. ascendens. N: 5,5,5; Mittelwert +
SEM; Alter: 6 Wochen 42
Diagramm 5: Quantifizierung des Fluoreszenz-Signals der MMP 2&9-Aktivitat in Abhangigkeit
der Gesamtflache der Gefalwand der A. ascendens. N: 6,7,7; **P<0.01. Mittelwert £ SEM,;
Alter: 10 Wochen 43
Diagramm 6: Quantifizierung des Fluoreszenzsignals der MMP 2&9-Aktivitat in Abhangigkeit
von der Gesamtflache der Gefallwand der A. ascendens. N: 5,5,5; Mittelwert + SEM; Alter: 6

Wochen 43
Diagramm 7: Quantifizierung der Strangbriiche der Gefallwand der A.ascendens. N: 6,5,6;
Mittelwert £ SEM; Alter: 10 Wochen 45
Diagramm 8: Analyse des Durchmessers der A. ascendens, N: 9,12,11; ***P<0.001,
****P<0,0001, Mittelwert + SEM; Alter: 12 Wochen 46
Diagramm 9: Analyse des MPO-Plasmaspiegels, N: 11, 17, 9; *P<0.05, ****P<0,0001,
Mittelwert £ SEM; Alter: 12 Wochen 46
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