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Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Beschreibung

AgRP* Agouti-Related-Peptide positive

AN Anorexia nervosa

AS Aminosaure

AT-1 Blocker Angiotensin-1-Rezeptor-Blocker

BMI Body-Mass-Index

cAMP-PKA cyclisches Adenosinmonophosphat — Proteinkinase A
DD Differenzialdiagnose

DM Diabetes mellitus

EDS Ehlers-Danlos-Syndrom

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EMAH Erwachsene mit angeborenen Herzfehlern
ER Endoplasmatisches Retikulum

EZM Extrazellulare Matrix

GABA Gamma-Aminosaurebuttersaure

FBN Fibrillin

FMF Fibrillin-Mikrofibrille

IOP Intraokularlinsen-Implantation

kDa Kilodalton

KOF Korperoberflache

m mannlich

MMP Matrix Metalloprotease

MFLS Marfanoid-progeroid-lipodystrophy-syndrome
MFS Marfan-Syndrom

M Mittelwert

NF-kB Nuclear-Factor-Kappa-B

nm nanomolar

NAFLD Non-Alcoholic Fatty Liver Disease
Pat.-ID Patienten-ldentifikation

PBS Phosphate Buffered Saline

PKCbd Proteinkinase C-0

POMC Proopiomelanocortin

PCOS Polycystisches Ovar-Syndrom

Ptprd Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor &
SD Standardabweichung




SGLT-2 Sodium-Glucose Linked Transporter 2
TAAD Thorakale abdominale Aortendissektion
TGF-B Transforming-Growth-Factor-3

TNF Tumornekrosefaktor

TLR-4 Toll-like-receptor-4

T1DM Typ1 Diabetes mellitus

T2DM Typ2 Diabetes mellitus

w weiblich

ZNS Zentrale Nervensystem




1. Zusammenfassung

Patienten mit Marfan-Syndrom zeichnen sich morphologisch durch einen typischen asthenischen
Hochwuchs und gleichzeitige Arachnodaktylie aus. Klinisch betrachtet besteht das gréite Risiko
in der Entwicklung einer progressiven Aortendilatation, die nicht selten todlich durch eine Ruptur
oder Dissektion endet. Marfan-Syndrom wird durch Mutationen im FBN1 Gen verursacht, welche
mit Stérungen der Fibrillin-1 Synthese einhergehen. Dies fuhrt zu einer beeintrachtigten Integritat
und Stabilitat der extrazellularen Matrix.

Vor einigen Jahren wurde ein hauptsachlich aus dem weillen Fettgewebe stammendes Hormon
namens Asprosin entdeckt. Dieses entsteht als Spaltprodukt wahrend der Synthese von Fibrillin-
1 und weist metabolische Aktivitdt auf. Es unterliegt einer zirkadianen Rhythmik, die an den
Hungerzustand gekoppelt ist, und im ZNS nicht nur einen Hungerstimulus erzeugt, sondern auch
in der Leber Glucose freisetzt. Verschiedene Arbeiten stellten die Bedeutung von Asprosin im
Kontext mit Erkrankungen des metabolischen Syndroms dar oder prognostizierten das Potential
von Asprosin entweder als mogliches Markerhormon oder aber als mdgliche Zielstruktur in
pharmakologischen Zusammenhangen.

Angesichts des gemeinsamen Vorlauferproteins von Fibrillin-1 und Asprosin sowie der
metabolischen Rolle des Asprosins auf marfanoide Phanotypen scheint ein Zusammenhang
zwischen Marfan-Syndrom und Asprosin plausibel.

In dieser Arbeit wurde eine umfassende klinische Querschnittsstudie im Fall-Kontroll-Vergleich
von insgesamt 130 Patienten bei Kindern und Erwachsenen mit quantitativer Analyse des
Asprosins im Speichel durchgefiihrt. Ziel dieser Studie war es, die Bedeutung von Asprosin als
molekularen Marker fur Marfan-Syndrom im Hinblick auf verschiedene klinische Einflussgréfen
zu untersuchen.

Die Ergebnisse zeigen, dass Asprosin weniger zur Erstdiagnose des Marfan-Syndroms geeignet
ist, sondern sich vielmehr als ein risikostratifizierender Marker hinsichtlich Aortendilatation und
potenzieller Operationsindikation eignet. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Messung von

Asprosin im Speichel eine nicht-invasive Mdglichkeit zur Bestimmung von Asprosin darstellt.
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2. Einleitung

21. Die Rolle von Fibrillin-1 in der extrazellularen Matrix (EZM)

2.1.1. Die EZM ist kein toter Raum

Die EZM stellt die Mikroumgebung der Zellen dar. Hier befinden sich verschiedene
Makromolekiile, die ein komplexes strukturgebendes Netzwerk bilden'. Sie wird durch die
umgebenden Zellen produziert und nimmt selbst im Sinne eines Regelkreises riickwirkend
Einfluss auf das Verhalten und die Funktion der Zellen?. Zellen erhalten Signale nicht nur von
Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren, sondern auch von speziellen Fragmenten der
Makromolekule, die die EZM bilden. Diese nennen sich allgemein Matrikine und sind von
interessanter Bedeutung®. Die EZM stellt keinen toten Raum dar, sondern formt vielmehr im

Verbund mit Zellen Gewebe und Organe und spielt eine bedeutende stoffwechselaktive Rolle'*.

2.1.2. Die EZM als Vermittler von Biomechanik und Stoffwechselaktivitat
Physiologisch lasst sich der Aufbau der EZM in zwei Bereiche unterteilen: Einerseits
formgebende Faserproteine und andererseits eine ausfullende Grundsubstanz, bestehend aus
Glykoproteinen und Proteoglykanen. Zu den Faserproteinen gehéren die Kollagene, die
quantitativ am bedeutendsten sind, sowie Hauptkomponenten elastischer Fasern wie Elastin und
Fibrillin-1. Diese binden sich gegenseitig und bilden mit oberflachlichen Zelladhasionsrezeptoren
wie den Integrinen das extrazellulare Strukturgerust, welches den Geweben und Organen ihre
biomechanischen Eigenschaften verleiht'>".

Dieses Gerust ist nicht starr, sondern durch standige Umbauprozesse hochdynamisch, wodurch
sich auch die Stoffwechsel bezogene Aktivitat der EZM verandert®.

Einerseits sind EZM Proteine in der Lage, 16sliche Wachstumsfaktoren zu binden und dadurch
die Verteilung, Prasenz und Bioaktivitat dieser fur Zellen zu regulieren, andererseits leiten sie
Uber ihre direkte Zell-Matrix-Adhésion Signale an die Zellen weiter'®.

Stoffwechselphysiologisch besteht sowohl auf Ebene des Zellmetabolismus ein Einfluss der EZM
auf Proliferation, Differenzierung und Wachstum als auch auf Gewebe- und Organebene
beispielsweise hinsichtlich Angiogenese, Knochenumbau und Wundheilung. Stérungen in der
EZM Zusammensetzung sind meist mit pathologischen Mechanismen in Geweben verbunden

und kénnen mit einem fibrosierenden oder tumorésem Zustand einhergehen*.

2.1.3. Matrikine als Signalgeber

Matrikine sind EZM Proteinfragmente, die biologische Aktivitdt zeigen und sich von den

urspringlichen Aufgaben des Vorlauferproteins unterscheiden. Sie werden entweder im Verlauf

der Biosynthese durch enzymatische oder nicht-enzymatische Spaltung vom Proteinvorlaufer
11



gebildet oder aber entstehen bei einem fortschreitenden Gewebeschaden mit einhergehender
EZM Degradation®®2. Die Freisetzung dieser bioaktiven Proteinfragmente erfolgt beispielsweise
durch Metalloproteasen (MMP)®'° oder Propeptidkonvertasen wie Furin''2. Es gibt eine Vielzahl
an EZM Proteinen, aus denen verschiedene Matrikine entstehen. Einige werden ins Blut
abgegeben und zeigen somit auch an peripheren Rezeptoren Effekte, weshalb hier auch von
hormonahnlichen Spaltprodukt-Peptiden gesprochen werden kann'.

Funktionell spielen diese Spaltprodukte keine Rolle fir die Gerustarchitektur, sondern haben ihre
Aufgabe einzig in der Signalwirkung auf Zellen hinsichtlich Proliferation, Migration,
Proteaseproduktion und Apoptose, weshalb einigen Matrikinen auch eine Rolle in der
Tumorprogression zugeschrieben wird®.

Zu hormonahnlich wirkenden Matrikinen gehdren beispielsweise Asprosin und Placensin, die in
der Biosynthese von Fibrillin-1 beziehungsweise Fibrillin-2 entstehen und glucogene
Eigenschaften aufweisen'"'2. Endotrophin, das Spaltprodukt von Kollagen-VI, hingegen férdert
tumordse Eigenschaften wie Angiogenese, Fibrose und Entziindung, wahrend das Kollagen-
XVIII-Spaltprodukt Endostatin antiproliferative und somit positive antifibrotische Effekte
bewirkt'®'. Dariiber hinaus zeigt sich auch eine Beteiligung von Matrikinen an der Pathogenese

von pulmonalen Erkrankungen oder Atherosklerose® .

2.1.4. Fibrillin als wichtiges Strukturprotein in der EZM
Fibrillin-1 ist ein in der EZM vorkommendes Faserprotein, welches zusammen mit Elastin am
Aufbau von elastischen Fasern beteiligt ist’. Diese sind Bestandteil verschiedener elastischer

Gewebe, vor allem von Haut, Lunge und Blutgefaie'®.

Biochemie und Physiologie von Fibrillin-1
Fibrilline (Fibrillin-1, -2, und -3) stellen mit 350 kDa vergleichsweise groRe Glykoproteine der EZM

17

dar'’. Extrazellular organisieren sie sich zu Fibrillin-Mikrofibrillen (FMF), die allein oder in

Kombination mit Elastin dem Bindegewebe die erforderliche Biomechanik verleinen'®®.

Drei verschiedene Gene (FBN1, FBN2 und FBN3) exprimieren beim Menschen entsprechend
auch drei verschiedene Fibrilline, die sich sowohl hinsichtlich Zeitpunkt der Synthese als auch
Funktion unterscheiden?. Fibrillin-2 und Fibrillin-3 werden hauptséachlich wahrend der
Embryogenese und peripartal produziert, Fibrillin-1 hingegen zeitlebens konstant?'. Beziiglich
des Einflusses auf elastische Fasern konnte gezeigt werden, dass Fibrillin-2 in den frihen
Prozessen der elastischen Faserbildung eine regulierende Funktion Gbernimmt, wahrend Fibrillin-
1 als struktur- und kraftgebende Komponente vor allem eine wichtige Funktion fir die
Gewebehomésthase hat'®%2,

Die extrazellular organisierten FMF zeigen sich in einer charakteristischen Form als ,Perlen an

«23

einer Schnur“® bei einem Durchmesser von 10-12 nm'”?*. Die Mikrofibrillen dienen als Gerist
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fur Tropoelastin Ablagerung und sind somit fester Bestandteil reifer elastischer Fasern, deren
Elastizitat sich vor allem in grolReren arteriellen Gefallen, in der Haut oder im Lungengewebe
zeigt. Die Mikrofibrillen fungieren hier als Riickstellkraft nach erfolgter Dehnung®?°. Auch in den
Zonulafasern, die die Linse des Auges stabilisieren, oder in der Knochensubstanz lassen sich
FMF nachweisen'’2°.

Fibrilline sind zudem an der Speicherung und Regulation der Bioverfligbarkeit von
Wachstumsfaktoren der transforming-growth-factor-g-Superfamilie (TGF-B) beteiligt'®?’. TGF-B
wirkt parakrin und reguliert verschiedene Prozesse wie Embryonalentwicklung, Zellwachstum,
Apoptoseinduktion, Kollagenproduktion oder den Umbau der EZM?,

FMF sind somit omniprasent im humanen Bindegewebe und haben nicht nur durch ihre Elastizitat
eine biomechanische Funktion, sondern sind auch an der extrazellularen Kontrolle von

Signalereignisse beteiligt®°.

Fibrillin-1

Fibrillin-1 wird durch das an chromosomaler Position 15q21.1 befindliche FBN1 Gen codiert?=°.
Das zunachst translatierte und 2871 Aminosauren (AS) umfassende Profibrillin-1 wird durch die
Propeptidkonvertase Furin am C-terminalen Ende gespalten. Es entsteht zum einen das reife
Fibrillin-1, welches nun in die EZM sezerniert werden kann, und andererseits das C-terminale
Spaltprodukt. Dieses Spaltprodukt hat eine Grélke von 140 AS und wurde von Romere et al.
Asprosin genannt. Der Name ist abgeleitet vom griechischen Wort fir ,wei3“ und bezieht sich auf
das weile Fettgewebe, welches als eine der malgeblichen Bildungsquellen fiir Asprosin
angesehen wird"".

Es wird zudem beschrieben, dass nur das reife, korrekt gespaltene Fibrillin-1 die Zelle
extrazellular verlasst und in die EZM eingebaut werden kann. Ergeben sich Mutationen im Bereich
der Furin-Spaltstelle unterbleibt diese Spaltung mit der Folge, dass das nicht korrekt gebildete
Fibrillin-1 die Zelle nicht verlassen kann®'.

Asprosin ist aber kein Proteinfragment ohne jegliche Funktion als vielmehr ein vielversprechender
Kandidat flr pharmakologische Therapien im Bereich von Volkserkrankungen wie Adipositas
oder Diabetes mellitus. Dies ist darin begrindet, dass Asprosin als Matrikin diverse

stoffwechselrelevante Funktionen aufweist'"32.
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Abbildung 1: Abspaltung von Asprosin von Profibrillin-1 am C-terminalen Ende durch Furin. Die Spaltstelle von Furin
ist mit einem Pfeil markiert und die Spaltungssequenz unterstrichen. Asprosin umfasst 140 Aminosauren (S2732-

H2871). Dargestellt sind auch die einzelnen Domanen von Profibrillin-1. Eigene Darstellung in Anlehnung an 33,

2.1.5. Asprosin: Das Matrikin des Fibrillin-1

Das in der Bildung von Fibrillin-1 anfallende Spaltprodukt Asprosin ist ein glykogenwirkendes
Matrikin, welches einer zirkadianen Rhythmik unterliegt und die Leber als funktionelles Zielorgan
hat. Asprosin gelangt hormonahnlich Uber den Blutfluss zu verschiedenen Rezeptoren
unterschiedlicher Organe, um seine Wirkung zu entfalten. Seine Bildung und Freisetzung erfolgt
zu einem Grofteil im weilden Fettgewebe und Lungengewebe, jedoch wird auch berichtet, dass
kleinere Organe wie Speicheldrisen in der Lage sind, Asprosin zu synthetisieren. Der quantitative
Nachweis von Asprosin bewegt sich in der GréRenordnung nanomolarer (nm) Konzentrationen
und gelingt sowohl im Plasma als auch im Speichel'"%+3%,

Die zirkadiane Rhythmik von Asprosin ist eng an die Nahrungsaufnahme und dem Hungerzustand
gekoppelt. So zeigt sich eine nachtliche, durch Fasten induzierte Erhéhung dieses Hormons,

welche sich durch die tiber Tag gekoppelte Nahrungsaufnahme wieder reduziert'”.

Die Leber gilt als Zielorgan von Asprosin, wo es Uber den hepatischen OLFR734- G-Protein-
gekoppelten Rezeptor uber den cAMP-PKA-Weg (cyclisches Adenomonophosphat -
Proteinkinase A) eine schnelle Glucosefreisetzung bewirkt. Die durch den Anstieg des
Blutzuckers bedingte Insulinfreisetzung wiederrum wirkt inhibierend auf die Asprosinsekretion.
MgR-Mause, die genetisch bedingt verminderte Asprosin-Konzentrationen im Plasma aufweisen,
zeigten im Fastentest hypoglykédmische Stoffwechsellagen, die sich durch die rekombinante
Gabe von Asprosin stabilisieren lieRen'"36-%8,

Uber die Steuerfunktion des Insulinhaushalts hat Asprosin auch einen Einfluss auf den Glucose-
Plasma-Haushalt. So konnte gezeigt werden, dass Asprosin zum einen in den B-Zellen des
Pankreas die Insulinsekretion reduziert und zum anderen die Sensibilitdt von Muskelzellen
gegentiber Insulin beeintrachtigt'" 33,

Im Jahr 2009 durchgefihrte Forschungsarbeiten von an Diabetes mellitus (DM) erkrankten

Patienten stellten dar, dass die verringerte Insulinsekretion und Apoptose der 3-Zellen Uber eine
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Entziindungsreaktion durch Aktivierung des Toll-like-receptors-4 (TLR4) induziert wird*.
Asprosin flihrt neben einer vermehrten Expression dieses TLR-4 auch zu einer erhohten
Phosphorylierung des Entzindungsmarkers Nuclear-Factor-Kappa-B (NF-kB) und Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF). Dadurch entwickeln sich
inflammatorische Prozesse mit resultierender Dysfunktion der pankreatischen (-Zellen und
reduzierter Insulinsekretion*’.

Analog dazu zeigten in-vitro Untersuchungen an Muskelzellen, dass Asprosin einen Anstieg von
Entziindungsmediatoren und Proteinkinase C-6 (PKC®) vermittelten Stressmarkern des
endoplasmatischen Retikulums (ER) bedingt. Auch hier ergeben sich daraus
Entzindungsprozesse, die zu einer reduzierten Insulinsensibilitat mit verminderter

Glucoseaufnahme fiihren®®.

Zudem konnte im Mausversuch auch eine Wirkung im zentralen Nervensystem (ZNS)
nachgewiesen werden. Demzufolge ist Asprosin in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu
Uberwinden und im Hypothalamus als Ligand des Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptors &
(Ptprd) orexigene AgRP*-Neurone (Agouti-related-peptide-Neurone) zu aktivieren*’. Diese
inhibieren nachgeschaltete GABA (Gamma-Aminosaurebuttersdure) abhangige anorexigene
POMC (Proopiomelanocortin)-positive Neuronen, sodass es zu einem Hungergefuhl und
Appetitanregung kommt. Dies lasst darauf schlieBen, dass erhdhte Plasmakonzentrationen von

Asprosin mit einem gesteigerten Hungergefiihl einhergehen®.

(" Lunge )

Leber: OLFR734, cAMP-PKA Glucose t

| |

TN )

ZNS: AgRP*-Neurone

Asprosin L
- Skelettmuskel: Proteinkinase C,
O Inflammation, ER-Stress

Hunger 1

Reduzierte Glucoseaufnahme

Speichel- Pancreas: TLR4, NF-kB,
proinflammatorische Zytokine

wie TNF

Weiles

Qettgewebe drusej
| Asprosin Synthese ‘ ‘ Asprosin Wirkort ‘ Asprosin Effekt

Abbildung 2: Uberblick lber die metabolischen Effekte von Asprosin. Die Sekretion erfolgt im weien Fettgewebe,

Betazell-Dysfunktion,
Reduzierte Insulinsekretion

—>

Reduzierte Insulinsensibilitat, ]

Lungengewebe und Speicheldriisen. Uber das GefaRsystem erfolgt physiologisch eine hepatische Glucosefreisetzung
und eine Appetitanregung im ZNS. Zusatzlich kommt es zu Inflammationsprozessen im Pankreas mit reduzierter

Insulinsekretion und im Skelettmuskel mit reduzierter Insulinsensibilitat. Eigene Darstellung in Anlehnung an 44,

2.1.6. Medizinische Bedeutung des Asprosins
Nach der Entdeckung und erstmaligen Beschreibung des C-terminalen Spaltprodukts von

Fibrillin-1 als Asprosin durch Romere et al. im Jahre 2016 folgte eine Fille weiterer
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Forschungsarbeiten, die die Rolle dieses metabolisch aktiven Matrikins im Zusammenhang
verschiedener Erkrankungen untersuchten'".
So lieRen sich bei Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern pathologisch veranderte

Asprosinkonzentrationen im Plasma nachweisen.

Asprosin und Energiehaushalt
Bei Patienten mit metabolischem Syndrom liel3 sich allgemein zeigen, dass diese pathologisch
erhdhte Asprosinkonzentrationen im Plasma aufwiesen*®. Das metabolische Syndrom umfasst
verschiedene klinische und metabolische Faktoren wie Adipositas, Insulinresistenz, arterielle
Hypertonie und atherosklerotische Dyslipidamie, die sich gegenseitig bedingen und zu einem
erhohten kardiovaskularen Risiko fiihren. Es liel3 sich zeigen, dass nicht nur das metabolische
Syndrom mit seinen einzelnen klinischen Faktoren mit einer erhohten Plasma Asprosin
Konzentration assoziiert ist, sondern auch die klinischen Folgen des metabolischen Syndroms
mit dieser einhergehen*>4¢.
Expliziter lieR sich dieser Asprosin Plasmaanstieg fir Patienten mit Insulinresistenz'"*3, Typ 1
Diabetes mellitus (T1DM)*" oder T2DM***° zeigen. Bei T2DM-Patienten konnte dariiber hinaus
auch der physiologische Konzentrationsabfall von Asprosin nach Anstieg der Blutglucose nicht
mehr nachgewiesen werden, was auf eine Dysregulation und Etablierung des DM hinweist®'.
Auflerdem lie3 sich auch die oftmals bei einer DM-Erkrankung als Folgeerkrankung
einhergehende diabetische Nephropathie positiv mit erhéhten Asprosin-Levels korrelieren®.
Erhohte Asprosin Plasmakonzentrationen zeigten sich auch bei Patienten mit einer non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD), die sich meist in der Folge von Insulinresistenz und DM etabliert*”%3,
Ein positiver Zusammenhang fand sich zudem zwischen Adipositas und erh&hten
Asprosin-Plasmakonzentrationen, was auch dahingehend nachvollziehbar ist, da das weil3e
Fettgewebe bekanntlich als der hauptsachliche Syntheseort gilt''?23436:34 |nteressant sind die
Erkenntnisse aus zwei Arbeiten, die sich mit der Veranderung der Plasmakonzentration
beschaftigt haben. So konnte gezeigt werden, dass sich die einst erhéhten Asprosin-
Plasmaspiegel adipdser Patienten durch bariatrische Operationen und einer folglichen
Gewichtsreduktion reduzieren lieBen®*. Demgegeniiber stehen Untersuchungen, die bei
Patienten mit Anorexia nervosa (AN) durchgefiihrt wurden und zeigten, dass diese zu Beginn
ihrer Erkrankung Hunger induziert erhéhte Asprosinspiegel aufzeigten, welche sich aber im

Verlauf durch den progredienten Verlust von Fettgewebe verringerten®®

. Ein niedriges
Asprosinlevel wiesen auch tumorbedingt kachektische Patienten und Patienten mit einer
Akromegalie auf, was nochmals die starke Korrelation von Body-Mass-Index (BMI) und Asprosin-
Plasmaspiegel belegt®®%’. Eine Analogie eines erhdhten Asprosinspiegels bei adipdsen Kindern

und Jugendlichen lieR sich bisher nicht eindeutig bestatigen®*°.
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Asprosin und kardiovaskuldre Erkrankungen

Es ist bekannt, dass das metabolische Syndrom als eines der Hauptrisikofaktoren flr
kardiovaskulare Erkrankungen verantwortlich ist®" und gleichzeitig mit erhdhten Plasmaspiegeln
fur Asprosin einhergeht*®. Daran anlehnend lieBen sich auch bei Patienten mit atherosklerotisch
bedingten Plaques in den Carotiden oder Patienten mit einer instabilen Angina pectoris erhdhte

Asprosin-Konzentrationen im Plasma messen®253,

Asprosin und Karzinome

Verschiedene Arbeiten stellten zudem eine Korrelation zwischen Asprosin und Karzinomen her.
So wurde beschrieben, dass Asprosin als ein Biomarker fir maligne Mesotheliome und Pankreas-
Karzinome angesehen werden kann®*®°, Ebenfalls wurde eine erhdhte Asprosinkonzentration bei

Patienten mit invasivem duktalen Brustkrebs beschrieben®®.

Gynékologisch
Daruber hinaus konnten erhohte Asprosinkonzentrationen bei Vorliegen des polycystischen
Ovar-Syndroms (PCOS)**®"% oder bei Auftreten einer Préeklampsie oder eines

Gestationsdiabetes gemessen werden®.

Aufgrund seiner metabolisch vielseitigen Rolle stellt Asprosin eine interessante therapeutische
Zielstruktur dar. Bei adipdsen Mausen konnte gezeigt werden, dass eine gegen Asprosin
gerichtete Antikdrpertherapie Uber eine Senkung der Asprosinlevel zu einer Verringerung des
Korpergewichts, einer Abnahme des Appetits sowie zu einer Wiederherstellung reduzierter
Blutzuckerwerte fiihrt’. Denkbar sind somit Indikationen bei Patienten mit einem T2DM"'#! und
Adipositas®. Andere Forschungsarbeiten haben aber auch gezeigt, dass sich die
Asprosinkonzentration im Plasma Uber andere Wege, und zwar durch eine SGLT2-Hemmer-
Therapie (sodium-glucose linked transporter 2)"' oder durch bariatrische Operationen® senken
Iasst, sodass eine Erreichung genannter Effekte auch so denkbar ware.

Demgegenuber scheint therapeutisch auch eine bewusste Gabe von Appetit anregendem
rekombinantem Asprosin bei Patienten hilfreich, die beispielsweise im Rahmen eines
Karzinomleidens ein reduziertes Hungergefiihl haben®.

Weitere Forschungsarbeiten sind daher noch nétig, um die klinische Bedeutung und die

therapeutischen Mdglichkeiten des Asprosins zu klaren.
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Nichternzeit
Asprosin unterliegt einer zirkadianen Rhythmik
mit nachtlicher Erhéhung und durch
Nahrungsaufnahme gekoppelter Reduktion tiber
den Tagesverlauf. Es zeigt sich eine
fasteninduzierte Erhéhung (Romere 2016)
» Asprosin erhéht durch Fasten (>9h) in Serum und
Speichel (Morcos 2022)

Genetik h

» Geringe Asprosinkonzentrationen
bei neonatalen- progeroiden
Syndromen (Romere 2016) )

Geschlecht \

Kein geschlechtsabhangiger
Asprosinunterschied bei T2DM (Zhang

2017, Whang 2018)

Geringeres Asprosin in adipésen Jungen
gegenuber adipésen Madchen (Long 2019)
Geringeres Asprosin in Jungen gegeniiber
Madchen (Corica 2021)

Asprosin in Frauen erhéht (Morcos 2022) /

/ Konstitution (GréRe/ Gewicht/ KOF/ BMI)
Geringeres Asprosin in adipésen Kindern
(Corica 2021, Long 2019)

* Hohes Asprosin in adipésen Kindern
(Wang 2019)

* Hohes Asprosin bei Adipdsen (Ceylan
2020)

« Niedriges Asprosin bei Anorexia nervosa

\_(Hu 2020, Du 2021) /

Asprosin

/ Malignome \ [ Erkrankungen ] Metabolisches Syndrom
* Asprosin als Marker bei Pancreas- Asprosin erhéht bei Adipositat (Ugur
Carcinom (Nam 2022) und Aydin 2019, Li 2018, Wang 2019)
» Asprosin als Marker bei duktalem * Asprosin erhéht bei
Mamma-Carcinom (Akkus 2022) Glucosetoleranzstérung/ T2DM (Zhang
» Asprosin als Marker bei Mesotheliome 2017, Wang 2018, Naiemian 2020,
k (Kocaman, Artas 2020) / Zhang 2020), bei TIDM (Groener
2019)
4 Gynakologisch ) » Asprosinreduktion bei
+ Asprosin erhoht bei PCOS (Li 2018, Alan Kérpergewichtsverlust nach
2018, Chang 2019) bariatrischer OP (Wang 2019)
 Asprosin erhoht bei Frauen mit » Asprosin erhoht bei NAFLD (Ke 2020)
\_ Praeklamapsie (Baykus 2019) ) » Asprosin erhoht bei diabetischer
Nephropathie (Deng 2020)
Kardiovaskular » Asprosin erhéht mit Anzahl der
» Asprosin als Biomarker fir metabolischen Komponenten (Hong
instabile AP (Acara 2018) 2021)

* Hohes Asprosin bei Carotisplaque
(Deng 2022)

Abbildung 3: Die Asprosinkonzentration steht in Abhangigkeit von verschiedenen EinflussgrofRen: Genetik,
Konstitution, Geschlecht, Niichternzeit und Alter. Es gibt allerdings auch eine Vielzahl von Erkrankungen, die mit einer
veranderten Asprosinkonzentration einhergehen. Hierzu zahlen kardiovaskulare, gynakologische und maligne

Erkrankungen oder Erkrankungen im Rahmen des metabolischen Syndroms.

2.2. FBN1 Mutationen fuhren zum Marfan-Syndrom

Das Marfan-Syndrom (MFS) ist eine hereditare Bindegewebserkrankung, die ihren Ursprung in
einer Mutation im fur Fibrillin-1 codierenden FBN1 Gen hat. Morphologisch zeichnet es sich durch
einen typischen asthenischen Hochwuchs und vergleichsweise lange Extremitaten aus. Ein
besonderes Augenmerk gehort der kardiologischen Untersuchung der Aorta von MFS Patienten,
da hier ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung lebensgefahrlicher pathologischer Prozesse wie

Aneurysmen und Dissektionen besteht®%72,
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2.21. Das Marfan-Syndrom: Epidemiologie

Das MFS geht auf Antoine Bernard-Jean Marfan zurlick, der im Jahre 1896 erstmals die typischen
Symptome dieses Syndroms beschrieb”.

Mit einer Pravalenz von zwei bis drei Betroffenen auf 10000 Menschen stellt es die haufigste
hereditare Bindegewebserkrankung mit vaskularer Beteiligung dar*®’>"*, Die FBN1 Mutation wird
autosomal-dominant vererbt, ereignet sich zu % allerdings durch Neumutation®. Die mittlere
Lebenserwartung betrug in den 1980er Jahren etwa 32 Jahre mit einer grofRRen
Schwankungsbreite. Diese lie} sich in den letzten Jahrzehnten durch praventive MalRnahmen

und neue therapeutische, operative Moglichkeiten auf das Doppelte erhéhen’®.

2.2.2. Kilinik

Mit einer ebenso hohen Anzahl an bekannten MFS auslésenden Mutationen im FBN1 Gen,
namlich mehr als 3000, zeigt sich auch die klinische Auspragung dieses Syndroms sehr
individuell mit einer hohen inter- und intrafamilidre Variabilitdt’®. Es wird hier von leichten,
inkompletten Uber klassischen bis hin zu schweren Erscheinungsformen, zu der das tddliche
neonatale MFS gehért, unterschieden™. Klinische Veranderungen machen sich an vielen Stellen
bemerkbar, vor allem aber im orthopadischen, kardiologischen und ophthalmologischen

Bereich®°.

Orthopédisch

Angesichts der aufbauenden und funktionellen Rolle von Fibrillin-1 als FMF im
muskuloskelettalem Gewebe sind auch orthopadische Probleme im Rahmen des MFS nicht
ungewohnlich”’.

Klassischerweise haben MFS Patienten einen leptosomischen Korperbau mit langen
Extremitaten, die in einigen Fallen sogar unterschiedliche Langen aufweisen. Ebenso sind
Deformitaten und Asymmetrien des Brustkorbs typisch, was sich als Pectus carinatum oder
Pectus excavatum prasentieren kann’>’’. Die Gelenke neigen zu einer erhdhten Laxizitat, die
Finger hingegen stellen sich typischerweise im Vergleich zum Handteller lang und dunn dar,
weshalb dieses Phanomen auch als Arachnodaktylie bezeichnet wird””. Zudem entwickelt sich
bei vielen MFS Patienten eine meist thorakale Skoliose, die nicht selten allein oder additiv mit
einem Pectus excavatum zu Einengungserscheinungen der Lunge mit respiratorischen Defiziten
fihrt™2.

Ophthalmologisch

Bei etwa 60% der MFS Patienten zeigt sich eine Linsendislokation. Dies ist auf eine Schwache

der Zonulafasern zurtickzufiihren, die die Linse in ihre korrekte anatomische Position halten und

durch Beugung der Linse Einfluss auf den Visus nehmen. Daher besteht bei jedem Kind mit einer
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spontanen Linsensubluxation der Verdacht auf das Vorliegen eines MFS, welches durch weitere
Diagnostik abgeklart werden sollte. Aber auch unabhangig von einer Dislokation der Linse stellt

sich bei einer Vielzahl von Patienten mit einem MFS eine Myopie und ein schlechter Visus ein’"".

Kardiologisch

Auf kardiologischer Ebene zeigen sich durch die Bindegewebsschwache bei MFS Pathologien
auf Klappen- und vaskularer Ebene. Die Mitralklappe ist die am haufigsten betroffene Klappe, die
sich in 30-90% der Falle bei MFS Patienten als Mitralklappenprolaps darstellt und sich nicht selten
zu einer Mitralklappeninsuffizienz weiterentwickelt”.

Ein besonderes Augenmerk sollte der Aorta zuteilwerden. Bei bis zu 80% der Betroffenen lasst
sich im Verlauf eine Dilatation der Aorta nachweisen, die ein Risiko fiir eine Aortenruptur oder
Dissektion darstellt. Am lebensbedrohlichsten ist die Typ-A-Dissektion nach Stanford, die mit
einem Letalitatsrisiko von 50% binnen 48 Stunden, in denen keinen Notfall-Operation erfolgt,
einhergeht®®’3. Eine Schwangerschaft, vor allem das Zeitfenster vom dritten Trimenon bis zur
frihen postpartalen Zeit, erhdht das Risiko fir die Entstehung dieser aortalen Pathologien

nochmals’.

Sonstige Merkmale

Es lassen sich neben den orthopadischen, ophthalmologischen und kardiologischen
Manifestationen noch weitere typische Merkmale feststellen.

Der Schadel und das Gesicht zeigen Merkmale, die zum schlanken Hochwuchs passen. So ist
die Kopfform oft schmal und langlich, was als Dolichocephalie bezeichnet wird. Die
Wangenknochen stellen sich hypoplastisch dar, die Augen sind im Sinne eines Enopthalmus
eingefallen. Die Lidachsen fallen nach lateral ab und der Kiefer kann infolge einer Retrognathie
zu Zahnfehlstellungen fuhren. Chirurgisch nicht zu vernachlassigen ist das gehaufte Auftreten
von Varizen und Hernien”.

Zudem haben MFS Patienten durch die Bildung apikaler Bullae in den Lungenfliigeln ein erhéhtes
Risiko fiir die Entwicklung von spontan auftretenden Pneumothoraces’.

Typisch sind auch Dehnungsstreifen (Striae distensae) auf der Haut, die sich in Folge des
Wachstums bilden und sich meist am Rucken, den Schultern, den Knien und den Achseln

zeigen™"".

20



Abbildung 4: Junge mit Marfan-Syndrom (heterozygote SpleiRmutation: ¢.3965-1G —C im FBN71 Gen). In den
Fotografien (a, b, c) ist der Junge 9 Monate alt und prasentiert sich mit einem typischen marfanoiden Phanotyp mit
progeroider Fazies, leichter Retrognathie, kurzem Philtrum sowie langen diinnen Finger, die nach ulnar deviatieren. In
d ist eine transthorakale Echokardiografie in parasternaler langer Achse dargestellt, als der Junge 18 Monate alt war.
Hier zeigte sich eine Aortendilatation an den verschiedenen Markierungen: 1 (Annulus aortae, 22mm, Z-Score 12), 2
(Sinus valsalvae, 36mm, Z-Score: 14), 3 (sinotubuldrer Ubergang, 19mm, Z-Score 3,6). Zudem ist der linke Vorhof mit
einem Pfeil markiert. Eigene Darstellung in Anlehnung an®.

Marfanoid-progeroid-lipodystrophy-syndrome

Das Marfanoid-progeroid-lipodystrophy-syndrome (MFLS) stellt eine schwere Form des MFS dar,
die durch Mutationen innerhalb des Exon 64 am 3‘-Ende des FBN1 Gens, der Spaltstelle des
Furins, ausgelost wird. Es kommt hier neben den typischen marfanoiden Merkmalen auch zu
progeroiden Gesichtsziigen und schwerer Lipodystrophie mit einem abnormal dinnen
Phanotyp'""®. Es konnte gezeigt werden, dass diese Patienten eine deutlich reduzierte Menge
von Asprosin, dem C-terminalen Spaltprodukt von Fibrillin-1, aufweisen'".

B

Progeroid
syndromes

Exon 64 in FBNI

(Jacquinet et al, 2014'%)

Abbildung 5: Marfanoid-progeroid-lipodystrophy-syndrome (MPLS) durch Mutation im Exon 64. A. Klinische Merkmale
einer Patientin mit Mutation im Exon 64 (c.8226+1G>A). Die Fotografien wurden bei Geburt (1,2), im Alter von 6
Monaten (C), 8 Monaten (D-F), 21 Monaten (G-H) und 16 Jahren (l) aufgenommen. Phanotypisch zeigt sich eine
Makrozephalie, progeroide Gesichtsziige, Hypoplasie der Gesichtsknochen, Enophthalmus, diinne, lange Finger und
Lipodystrophie. B. Mutationen im Exon 64 im FBN1 Gen umfassen die Merkmale des MFS, progeroider Zeichen und
Lipodystrophie. Eigene Darstellung angelehnt an’®.
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2.2.3. Diagnostik

Der initiale Verdacht auf das Vorliegen eines MFS erfolgt typischerweise durch Betrachtung des
asthenischen Habitus bei langen Extremitaten. Einfache klinische Untersuchungen sind das
Handgelenk und Daumen-Zeichen, bei denen der Patient auf seine Arachnodaktylie getestet
wird®:73,

Dieses klassische Bild zeigen allerdings nicht alle Patienten mit MFS, weshalb der
Familienanamnese und der molekulargenetischen Diagnostik eine besondere Rolle zuteil
kommt”3.

Ghent-Nosologie

Die definitive Diagnosestellung eines MFS erfolgt mithilfe der im Jahre 2010 revidierten Ghent-
Nosologie, die verschiedene Kriterien mit unterschiedlicher Gewichtung bertcksichtigt. Ein
Betroffener muss somit nicht alle Kriterien erfillen, sondern nur ausgewahlite in bestimmten
Kombinationen. Zu diesen Ghent-Kriterien gehdéren neben der Familienanamnese ein
molekulargenetischer Nachweis einer FBN1 Mutation, eine Linsenluxation, eine Dilatation des
Sinus valsalvae der Aorta und ein aus verschiedenen klinischen Manifestationen
zusammengesetzter systemischer Score®*37°,

In der Diagnosefiihrung ist es sinnvoll, ganz zu Beginn eine Anamnese zum Vorliegen eines
familidaren MFS zu fihren. Kommt MFS bereits in einer Familie vor, kann die Diagnose eines MFS
durch wenige weitere Kriterien erflllt werden, als wenn keine positive Familienanamnese
vorliegt™.

Als vergleichbare GrofR3e fur die Aortendilatation wurde der Z-Score definiert. Dieser gibt die
Abweichung von einem an Alter, Geschlecht und Koérpergrof3e angepassten Normwert an und
sollte normalerweise zwischen -2 und +2 liegen. Mittels Echokardiografie wird die Grolke der
Aorta bestimmt, anhand dessen im Anschluss der Z-Score Uber entsprechende Formeln ermittelt

werden kann’3.
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+ Ectopia lentis -> MFS

+ Aortendilatation

ja Z-Score = 2 fur = 20 Jahre - MFS
Z-Score 2 3 fur < 20 Jahre
Bekanntes MFS in der + Systemscore = 7 Punkte > MFS
Familienanamnese?
- Aortendilatation (Z-Score = 2) + Ectopia lentis > MFS

- Aortendilatation (Z-Score 2 2) + fur Aortendilatation bekannte > MFS
FBN1-Mutation

- Aortendilatation (Z-Score = 2) + Systemscore = 7 -> MFS

nein

- Ectopia lentis + fur Aortendilatation bekannte FBN1-Mutation > MFS

Abbildung 6: Revidierte Ghent Nosologie von 2010 - Eigene Darstellung in Anlehnung an”.

Bei dem Systemscore handelt es sich um eine Aufzahlung klinischer und radiologischer Befunde,
die sich in skelettale und nicht-skelettale Merkmale aufteilen lassen. Maximal ist eine Punktzahl
von 20 moglich. Um als positives Ghent-Kriterium gelten zu kénnen, muss der Systemscore in

Summe mindestens 7 Punkte aufweisen’®.

Tabelle 1: Systemscore der Ghent-Nosologie - Eigene Darstellung in Anlehnung an’®.

Merkmale Punkte
Handgelenk- und Daumenzeichen 3
Handgelenk- oder Daumenzeichen 1
Pectus carinatum 2
Pectus excavatum / Thorax-Asymmetrie 1
Hinterful3-Deformitat 2
Pes planus 1
Protrusio acetabuli 2
Reduziertes Oberkorper-Unterkorper-Verhaltnis und erhohte Arm-/ 1
Kdrperlange bei Nicht-Vorliegen einer Skoliose

Skoliose oder thorakolumbale Kyphose 1
Reduzierte Ellenbogen-Extension 1
Gesichtsauffalligkeiten (3/5): Dolichocephalie, Enophthalmus, 1
abfallende Lidspalten, Malar Hypoplasie, Retrognathie

Pneumothorax 2
Dehnungsstreifen 1
Myopie > 3 Dioptrien 1
Mitralklappenprolaps 1
Duraektasie 1
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Die molekulargenetische Untersuchung stellt bei Verdacht auf MFS insofern eine wichtige Rolle
dar, da der Nachweis einer FBN1 Mutation als Ghent-Kriterium in der Diagnose des MFS zu
werten ist. Andererseits ergeben sich Gber diesen Weg auch Méglichkeiten in der Abklarung von

Differenzialdiagnosen, die sowohl klinisch als auch phanotypisch dem MFS &hnlich sind”7,

2.2.4. Differenzialdiagnosen zum Marfan-Syndrom

Das MFS resultiert aus einer Mutation im FBN1 Gen, von denen Uber 3000 verschiedene bekannt
sind’®. Interessanterweise l6sen Mutationen an bestimmten Stellen des FBN1 Gens klinisch
gesehen gegensatzliche Syndrome zu MFS wie beispielsweise das Weill-Merchesani-Syndrom
aus, welches durch Kleinwuchs und Brachydaktylie gekennzeichnet ist™*. Phanotypisch
betrachtet handelt es sich hier um keine Differenzialdiagnose (DD) zum MFS.

Zwar ist der molekulargenetische Nachweis einer entsprechenden FBN1 Mutation Gegenstand
der Ghent-Nosologie, allerdings nicht unabdingbar fur die Diagnosestellung. Da es einige DD
gibt, die dem MFS sowohl klinisch als auch phanotypisch ahnlich sind, stellt die genetische
Untersuchung einen bedeutenden Schritt in der Abklarung und Abgrenzung dieser DD dar*®’2.
Es konnte gezeigt werden, dass in weniger als 10% der Falle, bei denen zunachst klinisch mithilfe
der Diagnosekriterien MFS diagnostiziert wurde, sich dieses molekulargenetisch allerdings nicht
als solches bewahrheitete™.

Es gibt eine Vielzahl an DD, die in der Diagnostik eines MFS berlcksichtigt werden sollten. Zu
den wichtigsten DD gehodren die Homocystinurie, die kongenitale kontrakturale Arachnodaktylie
(CCA), das Loeys-Dietz-Syndrom, das Sphrintzen-Goldberg-Syndrom, die Cutis-laxa-Syndrome
und aus der Gruppe der Ehlers-Danlos-Syndrome (EDS) vor allem das vaskulare EDS. Auch ist
an eine familidre Form thorakaler Aneurysmen und eine Dissektion der Aorta (TAAD) zu denken.
All diese Syndrome resultieren nicht aus einer FBN1 Mutation und zeichnen sich durch feine
klinische Unterschiede ab®" ™.

Exemplarisch hervorzuheben ist das Loeys-Dietz-Syndrom, welches aus einer Mutation im TGF-
B-Rezeptor 1,2 oder 3 oder im SMAD3 Gen entsteht. Phanotypisch imponieren wie auch beim
MFS eine Arachnodaktylie, Uberstreckbare Gelenke und eine Skoliose, grenzt sich allerdings
durch eine Uvula bifida, einem Hypertelorismus und einem héheren Risiko fur die Ausbildung

eines Aortenaneurymas und -dissektion ab®®73,

2.2.5. Therapie und Prophylaxe

Kardiovaskular

Die Ruptur oder Dissektion der Aorta stellt bei MFS Patienten die Haupttodesursache und damit
die gefahrlichste Komplikation dar®.

Aufgrund der Unwissenheit vieler Menschen uber das Vorliegen eines MFS, ist es nicht

verwunderlich, dass Vs aller Diagnosestellungen fur das MFS erst im Rahmen eines akuten
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Dissektionsereignisses gestellt werden. MFS Patienten, die hingegen medizinisch speziell betreut
werden, zeigen ein geringeres Risiko fur die Etablierung einer Dissektion. Es stellt sich somit das
prophylaktische und therapeutische Ziel, Patienten frih zu diagnostizieren und ein
Aortenaneurysma beziehungsweise Aortendissektion zu verhindern®®2,

Da es keine kausalen Therapieansatze fur das MFS gibt, stehen die regelmafigen
kardiologischen Verlaufsuntersuchungen sowie die medikamentése und chirurgische Therapie
der Aorta im Vordergrund®.

Die medikamentése Behandlung eines MFS Patienten wird in Betracht gezogen, wenn es
Hinweise daflir gibt, dass eine Dissektion oder eine Aortenruptur infolge eines Aneurysmas
wahrscheinlich wird. Dazu z&hlt neben dem Vorliegen einer MFS-positiven Familienanamnese
hinsichtlich eines Dissektionsereignisses auch der Nachweis einer FBN1 Mutation, die eine
starke Assoziation zur Aortendilatation oder Aortendissektion hat oder aber, wenn eine
bestehende Aortendilatation definierte Z-Scores Uberschreitet. Hier gilt fir Erwachsene mit einem
Z-Score von >2 eine Empfehlung zur medikamentdsen Therapie. Bei Kindern und Jugendlichen
besteht diese Handlungsempfehlung erst ab einem Z-Score von >372. Als pharmakologisch
wirksame Substanz wird hier entweder auf die 3-Rezeptor-Antagonisten Propranolol und Atenolol
zuruckgegriffen, deren Wirkung auf eine Senkung von TGF-3 zurlckzufuhren ist, oder aber auf
Losartan aus der Gruppe der Angiotensin-1-Rezeptor-Blocker (AT1-Blocker). Dieses wirkt
ebenfalls Uber eine Reduktion von TGF-B, zudem aber auch Uber einen stabilisierenden Einfluss
auf die Architektur der Aortenwand®"2,

Die chirurgische Operation der Aortenwurzel stellt eine Alternative zur medikamentdsen Therapie
dar und sollte bei MFS bedingten Aortendilatationen deutlich friher prophylaktisch durchgefiihrt
werden als bei vergleichbaren Dilatationen, die nicht auf ein MFS zurtickzufuihren sind. Eine klare
Indikation zur chirurgischen Versorgung besteht bei einer Aortendilatation von >5 cm. Eine
Operation kann aber schon ab einen Durchmesser von >4,5 cm in Erwagung gezogen werden,
wenn bestimmte Risikofaktoren wie eine positive Familienanamnese fir Rupturen oder
Dissektionen oder aber eine zeitlich betrachtet schnelle Zunahme der Dilatation vorliegen.
Technisch betrachtet wird bei diesem aortalen GefalRersatz zwischen zwei Methoden
unterschieden: Zum einen die klappenerhaltende Graft-Implantation, die meist nach Tirone David
durchgefihrt wird, und zum anderen die Composite-Graft-lmplantation nach Bentall, bei der
neben der Aortenwurzel auch die Aortenklappe durch eine mechanische oder biologische

Klappenprothese ersetzt wird>®"2,

Orthopédisch
Nahezu 60% der MFS Patienten weisen eine Skoliose auf, die sich vor allem thorakal manifestiert
und zusammen mit Deformitaten des kndchernen Thorax zu pulmonalen Insuffizienzen fiihren

kann. Da die Skoliose oftmals progressiv verlduft und eine konservative Therapie durch das
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Tragen eines Korsetts haufig erfolgslos ist, besteht hier in den meisten Fallen die Indikation fir
eine Spondylodese, bei der Uiber den dorsalen Operationsweg eine Versteifung der Wirbelsaule

vorgenommen wird®.

Ophthalmologisch

Durch die Insuffizienz der Zonulafasern stellt die Linsendislokation mit der Folge der Etablierung
einer Myopie ein sehr haufiges Symptom der MFS Patienten dar. Therapeutisch lasst sich die
Aphakie mit Kontaktlinsen oder mit Brillenglasern hoher Dioptrienstarke korrigieren. Andernfalls
gibt es verschiedene operative Mdglichkeiten einer Intraokularlinsen-Implantation (IOL), bei der
eine kunstliche Linse an die anatomisch korrekte Position gebracht und Uber alternative

Methoden als den insuffizienten Suspensionsbandern in Position gehalten wird®’.

2.3. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

MFS ist klinisch durch einen schlanken Hochwuchs und Lipodystrophie gekennzeichnet und wird
durch Mutationen im FBN1 Gen verursacht. Das Gewebehormon Asprosin ist das Propeptid von
Profibrillin-1 und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Energiehaushalts und des
Stoffwechsels.

Unter Berucksichtigung des biochemischen Ursprungs des Asprosins scheint daher eine
systemisch niedrigmolare Asprosinkonzentration fir das MFS erwartbar. Dies konnte bereits fir
das MPLS, einer spezifischen Unterform des MFS mit Mutationsnachweis in Nahe der Furin-
Spaltstelle und einer starken Genotyp-Phanotyp-Korrelation, nachgewiesen werden. Unklar bleibt
allerdings, inwiefern diese Hypothesen und ersten Ergebnisse reprasentativ fir das MFS sind.
Bisher gibt es keine veroffentlichte Studie, die die Asprosinkonzentration bei einer entsprechend
grofRen Stichprobe von MFS Patienten gegenuber Gesunden untersucht hat. Dartber hinaus ist
derzeit unklar, in welchem Ausmalf} die genaue Lokalisation und Art der MFS verursachenden
FBN1 Mutation die Asprosinkonzentration verandert.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Durchfuihrung einer umfassenden diagnostischen Querschnittsstudie
von MFS Patienten und gesunden Kontrollpersonen hinsichtlich der Bestimmung der Asprosin-
Konzentration im Hinblick auf verschiedene klinischer Parameter. Das Projekt zielt auf die
Fragestellung ab, ob sich die Bestimmung von Asprosin in der Diagnostik und als molekularer
Marker fur das MFS eignet.
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3. Material und Methoden

3.1. Aufbau der Studie

Es wird eine diagnostische Querschnittsstudie im Fall-Kontroll-Vergleich durchgefiihrt, bei der
eine einmalige Abnahme einer Speichelprobe von MFS Patienten und gematchten gesunden
Personen erfolgt, in dessen Anschluss sich die labormedizinische Ermittlung der

Asprosinkonzentration und nachfolgenden statistischen Auswertung anschlief3t.

3.1.1. Patienten- und Probandenkollektiv

Das Kollektiv an Personen, die an dieser Studie teilnahmen, setzte sich aus Patienten mit MFS
(Fallgruppe: MFS™ Patienten) und aus der Gruppe der gesunden Probanden (Kontrollgruppe:
MFS" Patienten) zusammen. Vor dem Ziel, eine mdglichst groRe Spannweite hinsichtlich des
Alters zu generieren, wurden sowohl Kinder als auch Erwachsene in die Studie eingeschlossen,
sodass sich die Fall- und die Kontrollkohorte jeweils noch einmal hinsichtlich des Alters aufteilen
liel.

Die Fall-1-Kohorte wird von den MFS*-Kindern und Jugendlichen gebildet, die Fall-2-Kohorte
hingegen von den MFS*-Erwachsenen. Ebenso verhélt es sich bei den MFS-Kindern und
Jugendlichen, die die Kontroll-1-Kohorte bildeten, und den MFS™-Erwachsenen, die die Kontroll-
2-Kohorte bildeten.

Die Rekrutierung der Patienten und Probanden erfolgte ausschlieBlich in der Universitatsklinik zu
KdIn. Dazu wurden verschiedene Ein- und Ausschlusskriterien berlcksichtigt, die hier tabellarisch

aufgelistet sind.

Tabelle 2: Uberblick (iber die Kohorten (Fall1, Fall2, Kontroll1, Kontroll2) und deren Einschlusskriterien (Alter [Jahren],
Zuordnung der Kontrollkohorten zu Fallkohorten hinsichtlich Konstitution, Alter und Geschlecht und Vorliegen von MFS
anhand der Ghent Nosologie von 2010), deren Ausschlusskriterien (Nebendiagnosen, Sonstiges) und deren

Rekrutierungsort an der Uniklinik K&In.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien Rekrutierung
Kohorte Ghent-
Alter . Neben .
[Jahre] Zuordnung| Nosologie diagnose Sonstiges
von 2010
Fall1 3-18 Kinderkardiologie
Verstandnis
N probleme
MFS (kognitiv, EMAH
sprachlich)
Fall2 >18 MFS*-Eltern von
Fall-1
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Kontroll1 3-18 | Zu Fall-1 Strukturelle Kinderderma
Herz- tologie
Fehlendes
erkrankung Vorliegen MFS~-Eltern von
_ Potenzielles einer Fall-1, Kontroll-1
MFS MES Einwilligung Bealeit

Kontroll2 >18 zu Fall-2 entsprechend s-/ Einver eglel pFerﬁoZnen

der Ghent- standnis von ral-

; erklarun
Nosologie g Mitarbeiter aus
von 2010 der Klinik

Die Probanden der Kontrollkohorten werden denen der Fallkohorten hinsichtlich verschiedener
EinflussgrofRen gezielt ausgesucht und zugeordnet. Diese Zuordnung hat den Hintergrund, die
gesuchte ZielgréRRe, die Ermittlung der Asprosinkonzentration, von bestimmten Einflussgréfien
unabhangiger zu machen.

Alle in dieser Studie eingeschlossenen Patienten und Probanden nehmen an dieser Studie
freiwillig teil und haben eine Einwilligungs-/ Einverstandniserklarung unterzeichnet. Die Studie
wurde am 24.11.2021 von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat zu
KéIn positiv gewertet und im Deutschen Register fiir klinische Studien eingetragen
(DRKS00025822).

3.1.2. Zu ermittelnde ZielgroBe und EinflussgroRen
Die quantitative Ermittlung der Asprosinkonzentration im Speichel ist die festgelegte ZielgroRle,

die unter Erhebung verschiedener klinischer Einflussgréen naher beleuchtet werden soll.

ZielgréBe: Asprosinkonzentration im Speichel

Entgegen der meisten vergleichbaren Studien, in denen die Asprosinkonzentration im Blutplasma
ermittelt wurde''*%54, wird in dieser Studie Speichel als Analysat verwendet. Der Grund wird
einerseits in der Nichtinvasivitat und Praktikabilitdt der Probengewinnung gesehen, andererseits
konnte eine positive Korrelation zwischen der Konzentration von Asprosin im Speichel und
Plasma nachgewiesen werden®*.

Diese Korrelation lie sich auch mit einem eigenen an der Poliklinik fur Kinder- und
Jugendmedizin entwickelten Sandwich-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) zeigen®,
mit dem auch die in dieser Studie durchzufiihrenden Messungen erfolgen. Der Sandwich-ELISA
wies bei 14 Probanden (acht weiblich, sechs mannlich) mit einer Nichternzeit von 8-9 h eine

Asprosinkonzentration von 1,1 ng/ml + 0,9 nach*.

28



£ 20 E P =0.0167 .
> D 15
<15 £2 .
£ = 10 *
¢ 10 S 1 . )
- ! 0
23456 %123456 0 0510 15 20
probands probands saliva

Abbildung 7: Korrelation der Asprosinkonzentrationen in Speichel und Serum mit einem eigens an der Uniklinik Kéln
entwickelten Sandwich-ELISA. Stark positive Korrelation nach Spearman von R=0,9429, signifikant bei * P=0,0167.

Eigene Darstellung in Anlehnung an 33,

Einflussgréf3en

Parallel zur Gewinnung der Speichelprobe werden weitere klinische Parameter und Daten
erhoben, die als EinflussgréfRen eine Wirkung auf die Zielgrof3e haben kénnen. Dadurch lief3 sich
zum einen eine gezielte Zuordnung von Kontroll- an Fallkohorten steuern, zum anderen konnte

so die Abhangigkeit der Zielgrof3e von einzelnen Einflussgréfien untersucht werden:

Niichternzeit
Es erfolgte eine Dokumentation des Zeitpunkts der Speichelabnahme und der letztmaligen

Nahrungsaufnahme. So ergab sich die damit verbundene Nuchternzeit.

Alter, Geschlecht und Konstitution
Im Rahmen der Probengewinnung wurden weitere individuelle Informationen wie Alter,
biologisches Geschlecht, Gré3e und Gewicht erhoben. Anhand dieser Daten lasst sich zudem

der BMI (Body-Mass-Index) und die KOF nach Mosteller (Kérperoberflache) berechnen.

A B
BMI [E] _ Gewicht [kg]

m21 ~ Kérpergréfe? [m2]

Korpergrofe [cm] x Kérpergewicht [kg]
271 —
KOFmostelier[Mm*] = \[ 3600

Formel 1: Darstellung der Formeln zur Berechnung von BMI (A)®' und der Korperoberflache (KOF) nach Mosteller
(B)SZ_

Anhand des BMI und des Alters lieRen sich Gewichtsklassifizierungen vornehmen. Die Einteilung
hierzu erfolgte im Kindes-/ Jugendbereich (<18 Jahre) anhand von BMI-Perzentilen [kg/m?] in
Abhangigkeit vom Alter: Untergewicht (<10. Perzentile), Normalgewicht (10.-90. Perzentile),
Ubergewicht (90.-97. Perzentile), Adipositas (97.-99,5. Perzentile), Hochgradige Adipositas

(>99,5. Perzentile)84.
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Im Erwachsenenbereich erfolgte diese Einteilung unabhangig des Alters anhand fester BMI-
GréRen [kg/m?]: Untergewicht (<18,5), Normalgewicht (18,5-24,9), Ubergewicht (25-29,9),
Adipositas Grad 1 (30-34,9), Adipositas Grad 2 (35-39,9) und Adipositas Grad 3 (>40)%.

Verwandtschaftliche Beziehungen unter teilnehmenden Patienten und Probanden wurden gezielt

dokumentiert.

Z-Score

Die Aortengrofe an der Stelle des Sinus valsalvae der MFS Patienten wurde den Arztbriefen
entnommen und in den Z-Score als MalR fur die standardisierte Aortenweite nach Alter,
Geschlecht, Korperhéhe und -gewicht Uberfiihrt. Bei bereits an der Aorta operierten MFS
Patienten wurde der praoperative Wert genutzt. Die Berechnung des Z-Score erfolgte einheitlich

nach gleichem Schema auf der offiziellen Internetseite von marfan.org®.

FBN1 Mutation
Auflerdem wurde im klinikinternen Orbis-Programm nach der genauen individuellen FBN1 Gen-
Mutation fir die Patienten der Fall1- und Fall2-Kohorten gesucht und falls vorhanden

dokumentiert.

Hautscore

Zudem wurde bei den Patienten aus den beiden Fall-Kohorten eine allgemeine dermatologische
Untersuchung hinsichtlich des Einflusses des MFS als systemische Bindegewebserkrankung auf
die Beschaffenheit der Haut durchgefihrt. Bei diesem sogenannten Hautscore werden sechs
dermatologische Aspekte Uberprift und mit einer Punktezahl von 0 bis maximal 2 versehen. Da
eines dieser Untersuchungskriterien nur zwischen keinem und einem Punkt differenziert, ergibt
sich summiert eine maximale Anzahl von 11 Punkten. Zu den teils taktil und teils visuell
erfassbaren Bewertungsaspekten gehoért zur Erhebung des Hautscores die Beurteilung der
Weichheit der Haut, der Venenzeichnung, der Dehnungsstreifen (Striae distensae), der
piezogenen Kndtchen, der Hdmatome und der atrophen Narben.

Der zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht veréffentlichte Hautscore wurde von der Oberarztin flr
Dermatologie und Venerologie Frau PD Dr. med. Tantcheva-Poér entwickelt und zielt zum einen
auf die Untersuchung des Einflusses des MFS auf die Hautbeschaffenheit ab, zum anderen auf
die mogliche diagnostische Rolle des Hautscores im Rahmen von Bindegewebserkrankungen.
Die bei jedem MFS™ Patienten durchgefiihrte dermatologische Untersuchung wurde durch die
gleiche Person durchgefiihrt und entsprechend dokumentiert. Diese Person wurde zu Beginn der

Studie durch die Oberarztin Frau PD Dr. med. Tantcheva-Poor praktisch angeleitet.
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Hautscore

Score Bemerkung
1. Ungewdhnlich weiche Haut .
Dsehr weich ~ extrem © © o |Extrem:
* Venenzeichnung ® ® @ | Lokalisation:
5. Striae distensae . )
@ Ja,vorhanden ®® 0 Seit wann?
@ nicht erkidrbar durch SS/Gewicht/ kalisation:
ungewdhnliche Lokalisation Lokalisation:
* Piezogene Kndtchen bds. o ® | Seit wann?
s. Hamatome
@ aufgrund der Anamnese o o o Zahl:
oder aktuell (s5) !
@ > 5 Hamatome GroBe (durchschnittlich):
s. Atrophe Narben Zahl der Narben (insgesamt):

@ <5 Narben (postoperativ)
@ spontane Narben oder > 5 Narben | @ ©® @ | Zahl der atrophen Narben:

O spontan O postoperativ
Insgesamt: Dj

Besonderheiten O hamosiderotische Narben
O Molluskoide Pseudotumore
O Akrogerie

O Cutis laxa

Abbildung 8: Hautscore zur Einschatzung der Beschaffenheit der Haut im Rahmen einer Bindegewebserkrankung.
Dieser Hautscore wurde in der Dermatologie und Venerologie des Universitatsklinikums Kdln entwickelt, aber noch

nicht publiziert.

3.2. Studienablauf

3.21. Vorbereitung der Studie

Es erfolgte eine anfangliche Auflistung der potenziell fiir diese Studie in Frage kommenden MFS*
Patienten in der EMAH und der Kinderkardiologie. Durch eine telefonische Kontaktierung konnte
zum einen die Bereitwilligkeit der Patienten zur Teilnahme an der Studie eingeschéatzt werden
und zum anderen auf das Vorhaben der Durchfiihrung der Studie beim nachsten ambulanten
Termin in der Fachabteilung der Klinik hingewiesen werden. Hier erfolgte dann die Aufklarung mit
Unterzeichnung der Einverstandniserklarung, die Gewinnung einer Speichelprobe und die
Erhebung weiterer klinischer Parameter. Die Datenspeicherung hierfir erfolgte in dem

webbasierten Datenerfassungssystem REDCap.

3.2.2. Speichelabnahme und Kryokonservierung nach SOP
Die Speichelabnahme wurde wie auch die Erhebung der anderen klinischen Parameter durch die
gleiche Person durchgefiihrt. Hierbei wurde auf die Befolgung eines standardisierten Schemas

geachtet.
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Material zur Speichelabnahme

Fir die Gewinnung einer Speichelprobe wurde folgendes Equipment bendtigt:

Material MaRe/ Besonderheit
Schutzhandschuhe
Probenbehalter 50 ml Falcon Tubes

15 ml Falcon Tubes
0,5 ml Eppendorf Tubes

Zentrifuge 4°C

Probenlagerung -80° C Ultra-Tiefkuhltruhe
KUhlbox zum Transport Eis

Pipette verstellbar yl - ml

Methode zur Speichelabnahme bis zur Kryokonservierung

Die Gewinnung der Speichelprobe erfolgte im Rahmen des individuellen ambulanten Termins in
der Fachabteilung der Klinik nach Aufklarung und Unterzeichnung der Einverstandniserklarung.
Zur Teilnahme mussten beteiligte Patienten vor der Speichelabgabe mindestens eine Stunde frei
von der Aufnahme von Nahrung, Getranken oder Nutzung hygienischer Produkte wie
Kaugummikauen oder Zahneputzen sein. Es folgte dann ein Ausspllen des Mundes mit klarem
Wasser. Nach 5-minutiger Wartezeit wurde der Patient dann gebeten, in ein gekihltes 50 ml
Falcon Tube eine Menge von 4-5 ml zu spucken. Es wurde dabei gezielt darauf hingewiesen, ein
Hochhusten von bronchialem Mucus zu unterlassen. In einer mit Eis gekuhlten Kiahlbox wurde
das Falcon dann in die Laboratorien der Kinderklinik gebracht. Hier erfolgte nach Pipettieren des
Speichels in ein 15 ml Falcon Tube die Zentrifugation bei 2600 g fur 10 Minuten bei 4° C. Bei
inkompletter Separation wurde fiir weitere 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
schlieBlich in ein neues 15 ml Falcon Tube gesammelt, gemischt und dann in verschiedene 1,5
ml Eppendorf Tubes zu je 250 ul aufgeteilt. Die Lagerung der Speichelproben erfolgte
pseudonymisiert (Patienten-ldentifikation (Pat.-ID)) in einem -80° C kalten Tiefklhlschranks.
Insgesamt wurde Wert daraufgelegt, die Zeit von der Abnahme der Speichelprobe bis zur
definitiven Kryokonservierung gering zu halten. So wurde eine nicht zu Uberschreitende Zeit von
30 Minuten hierflr festgelegt. Mit Hinblick auf die zirkadiane Rhythmik des Asprosin-Spiegels im
Korper'" wurde zudem darauf geachtet, die Probengewinnungen nach Maglichkeit am Vormittag
Zu generieren.

Die Zeitpunkte der letzten Nahrungsaufnahme, der Abgabe der Speichelprobe und der

Kryokonservierung wurden notiert.
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3.2.3. Experimentelle Auswertung: Labormedizinische ELISA-Messung
Nach Gewinnung und der im Zuge dessen erfolgten Kryokonservierung aller Speichelproben
folgte die laborbiochemische Analyse. Zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung der

Asprosinkonzentration wurde auf das Verfahren des Sandwich-ELISAs zurtckgegriffen.

Funktionsprinzip eines Sandwich-ELISA

Beim ELISA handelt es sich um eine haufig angewandte immunologische Nachweismethode im
Bereich der Proteinanalytik, die auf das Wechselspiel von Antikérper-Antigen-Bindung basiert.
Durch die Hinzugabe eines Substrats Iasst sich mit Hilfe eines Enzyms ein Signal erzeugen, dass
nicht nur zum Nachweis geeignet ist, sondern auch aufgrund des proportionalen
Zusammenhangs eine quantitative Aussage ermdaglicht®’.

Bei dem ELISA werden verschiedene Methoden unterschieden, die eigens ihre Vor- und
Nachteile besitzen. In Abgrenzung zur direkten und indirekten Form eignet sich der Sandwich-
ELISA vor allem bei der Analyse von Antigenen und Proteinen, die sich in biologischen
Flissigkeiten befinden, weshalb diese Methodik auch im Rahmen dieser Studie angewandt
wurde®”. Auch wenn der Sandwich-ELISA mit einem vergleichsweise hohen Zeit- und
Kostenaufwand verbunden ist, gilt diese Form des ELISAs als die mit der hdchsten
Empfindlichkeit®.

Substrat C

enzymkonjugierter —

Antikorper " — Sekundar-Antikérper
. o \d
Fanger-Antlkorper—z ﬁ “Antigen

Abbildung 9: Schematischer Aufbau und Funktionsprinzip eines Sandwich-ELISA. Eigene Darstellung in Anlehnung

ELISA Platte

an Fig. 3c . Die ELISA-Platte wird mit dem Fanger-Antikorper beschichtet, welcher das zu ermittelnde Antigen bindet.
Uber einen Sekundar- und enzymkonjugierten Antikérper kommt es durch einen Substratumsatz zu einer Reaktion mit

Farbumschlag, die sich photometrisch quantifizieren lasst.

Der Name des Sandwich-ELISA begriindet sich darin, dass das interessierende Antigen von zwei
Antikorpern eingeschlossen wird. Ein an der Beschichtungsoberflache der ELISA-Platte
befindlicher Fanger-Antikérper (Capture-Antibody) bindet das gesuchte Antigen, welches in

einem zweiten Schritt durch einen sekundaren Antikorper (Secondary-Antibody) umschlossen
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wird. Durch die Hinzugabe eines enzymkonjugierten Antikérpers (Enzym-conjugated-Antibody)
und des entsprechenden Substrats kommt es dann zu einem Farbumschlag, der sich

photometrisch quantifizieren Iasst®”#2,

Entscheidung fiir die Entwicklung eines eigenen Sandwich-ELISA

Der Anlass fur die Etablierung eines eigenen Sandwich-ELISA erfolgte aufgrund
Recherchearbeiten gemessener Asprosinkonzentrationen in menschlichen Kérperflissigkeiten.
Diese stellten groRe Differenzen hinsichtlich der Asprosinkonzentrationen fest (S1-Tabelle in 33),
die Zweifel an der Zuverlassigkeit der empfindlichen Asprosinmessungen geben®. Aus diesem
Grund erfolgte die Entwicklung eines eigenen ELISA mit dem Ziel, reproduzierbare verlassliche
Ergebnisse zu liefern®.

Der entwickelte Sandwich-ELISA verwendet als Capture-Antibody einen polyklonalen Antikdrper
(pc-asp), der gegen rekombinantes Asprosin gewonnen wurde. Der pc-asp-Antikérper weist eine
hohe Spezifitat fiur menschliches Asprosin auf und zeigte keine Kreuzreaktivitat gegen murines
Asprosin und N-terminalen oder C-terminalen Fibrillin-1 Spaltprodukten im Western Blot oder d-
irektem ELISA (Abb. 1A; 1E, 1F in *). Im Sandwich-ELISA konnte zudem keine Kreuzreaktivitat
gegen Placensin nachgewiesen werden®,

Zur Detektion des Asprosins wurde ein kommerziell verfigbarer monoklonaler Anti-Asprosin-
Antikdrper verwendet (mab-asp; clone Birdy-1, AdipoGen Life Sciences Inc., San Diego, USA).
Eine optimierte Beschichtigungskonzentration der ELISA-Platte mit pc-asp-Antikérpern von 3
ug/ml ergab ein lineares Detektionssignal von 0-0,15 ng/ml (0—4 pM) (Abb. 2C in 3*). Der
Sandwich-ELISA weist Asprosin mit einer Empfindlichkeit von <65 pg/ml bei einem inter-assay
Variabilitdtskoeffizienten von <6,6 % (n=32) und einem intra-assay Variabilitatskoeffizienten <5,5
% (n=32) nach.

Material zur Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Far die Durchfihrung des ELISA wurden folgende Materialien genutzt:

Reagenzien MaRe/ Besonderheit
Carbonate Coating Buffer e 8,4 gNaHCO;

e 3,56 g Na,COs
e Hinzuftigen von ddH-O bis 1,0 L und

pH bis zu 9,5
Phosphate Buffered Saline (PBS)
PBS/ Tween e 0,5mlof Tween-20in 1L PBS
Blocking Solution e 5% nonfat dry milk/ PBS

e Vor dem Gebrauch filtern, um Partikel

zu entfernen.
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TMB Stop Solution e 30 % H2S0O4 (Schwefelséure)

Enzym-konjugierter-Antikorper e 1-Step Ultra TMB-ELISA-
(Enzym-conjugated-Antibody) Substratlésung; TMB (3,3’,5,5'-
tetramethylbenzidine)
Pc-asp-Antiasprosin-Antikorper e generiert gegen humanes Volllangen
(Capture-Antibody) Asprosin (AG Sengle)
mab-asp-Antiasprosin-Antikorper ¢ clone Birdy-1, AG-20B-0073 (AdipoGen
(Secondary-Antibody) Life Sciences Inc., San Diego, USA)

Detaillierter ELISA-Ablauf fiir die Bestimmung der Asprosin-Konzentration

Der ELISA wurde innerhalb von drei Tagen durchgefihrt.

Tag 1: Coating: Pc-asp-Antikdrper (Capture-Antibody) wird in einer Konzentration von 3 ug/ml in
Carbonate Coating Buffer verdinnt. Die 96 Wells der hochaffinen ELISA-Platte werden dann zu
je 100 ul/ Well beschichtet. Die ELISA-Platte wird gegenliber Verdunstung verschlossen und bei
4°C Uber Nacht inkubiert.

Tag 2: Blocking: Die ELISA-Platte wird auf Raumtemperatur gebracht. Mit einem dreifachen
Waschschritt mit PBS/ Tween werden ungebundene Pc-asp-Antikdrper vollstandig entfernt.
Durch eine zweistiindige abgedeckte Inkubation von 200 pl 5%iger Milch/ PBS Blocking Solution
werden unspezifische Bindungsstellen blockiert. Es folgt erneut ein dreifacher Waschschritt mit
PBS/ Tween, der mit einem sorgfaltigen Ausklopfen auf sauberen Trockentiichern endet.
Inkubation der Probe: 100 ul der aufgetauten kryokonservierten Speichelproben werden je direkt
in die Wells geben. Die ELISA-Platte wird abgedeckt, fir zwei Stunden bei Raumtemperatur und
dann bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

Tag 3: Die ELISA-Platte wird auf Raumtemperatur gebracht. Es folgt ein dreifacher Waschschritt
mit PBS/ Tween mittels elektronischer Mehrkanalpipette und jeweiligem sorgfaltigen Ausklopfen
auf sauberen Trockentlichern. Sekundérantikérper Zugabe: Es werden jeweils 100 pl des mab-
asp-Antikorpers (Secondary-Antibody) in einer Verdunnung von 1:2000 (0,5 ug/ml) in 2,5%iger
Milch in PBS in die Wells hinzugefigt. Die ELISA-Platte wird abgedeckt und bei Raumtemperatur
fir 1 Stunde inkubiert. Es folgt nochmals ein dreifacher Waschschritt mit PBS/ Tween mittels
elektronischer Mehrkanalpipette und Ausklopfen auf Trockentiichern. Entwicklung: Es werden
100 pl 1-Step Ultra TMB-ELISA-Substratlésung als Enzym-conjugated-Antibody zugegeben.
Abgedeckt erfolgt eine Inkubation Uber 1-2 Stunden, bei der ein Farbumschlag ins Blaue (mit
Hauptabsorptionswerten bei 370 nm und 652 nm) zu sehen ist. Die Reaktion wird durch

Hinzufligen von 100 pl 30 %iger Schwefelsaure (H.SO4) (TMB Stop Solution) mit einem
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Farbumschlag ins Gelbe beendet. Die optische Dichte hierbei betragt 450 nm. Die anschlieRende

optische Auswertung erfolgt mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerat.

3.3. Statistik

Statistische Fallzahlplanung

Die statistische Fallzahlplanung dieser Studie wurde &hnlich einer anderen Studie, die die
Asprosinkonzentrationen von Muttern und deren Kindern mit dem gleichen Sandwich-ELISA
untersucht hatte, durchgefihrt: N=83; Mittelwert (M)=7,3 ng/ml; Standardabweichung (SD)=3,2
ng/mi®. Es wurde erwartet, dass MFS* Patienten eine geringere Asprosin-Konzentration im
Speichel aufweisen als MFS™ Patienten. Ausgehend von 30% als minimal relevanter Differenz
(Effektstarke 0,689) erfordert der t-Test 34 Probanden je Gruppe, um den erwarteten Unterschied

mit einer Power von 80% aufdecken zu kbnnen.

Statistische Auswertung

Die statistische  Auswertung erfolgte mit der Software  GraphPadPrism 9.
Korrelationsuntersuchungen erfolgten nach Spearman. Der Zusammenhang kann schwach
(Rs=0,2-0,39), mittel (Rs=0,4-0,59) oder stark (Rs=0,6-0,79) bei einem unterschiedlich starken
Signifikanzniveau (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001) vorliegen. Saulendiagramme
wurden als Mittelwert (MW) £ Standardabweichung (SD) angegeben. Zur statistischen Analyse
wurde bei ungepaarten, nicht-parametrischen Daten auf den t-Test (Mann-Whitney-Test)
zurlickgegriffen bzw. bei Gruppenvergleich auf die One-Way-ANOVA. Hier wurde das gleiche

Signifikanzniveau wie bei den Spearman-Korrelationen festgelegt.
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4. Ergebnisse

Aufgrund des metabolischen Einflusses von Asprosins und dem zugleich schlanken Hochwuchs
von MFS Patienten erschien ein Zusammenhang dieser beiden GréR3en plausibel. Es folgte daher
eine klinische Querschnittsstudie im Fall-Kontroll-Vergleich, die die Asprosinkonzentration bei
MFS Patienten gegenlber Kontroll-Patienten erstmals untersuchte und der Fragestellung
nachging, ob sich Asprosin als Marker fir das MFS eignet.

Als Analysat wurden Speichelproben verwendet, deren Asprosingehalt mittels Sandwich-ELISA

bestimmt wurde.

4.1. Kohortenbeschreibung

Die Studie umfasste insgesamt 130 Teilnehmende, die sich in 55 MFS* und 75 MFS™ Patienten
unterteilen. Entsprechend des Alters erfolgte eine Unterteilung in Kinder/ Jugendliche (3-18
Jahre) und Erwachsene (>18 Jahre), wobei die Kontrollpersonen bezuglich der
Zuordnungskriterien von Alter, Geschlecht und Konstitution ausgewahlt wurden.

Bei den Kindern/ Jugendlichen standen der Fall1-Kohorte (MFS) die Kontroll1-Kohorte
gegenulber: Es konnten zwei mehr Kontroll Kinder (ein Junge, ein Madchen) als MFS Kinder in
die Studie aufgenommen werden (N=15, m (mannlich): 7, w (weiblich): 8 gegenuber N=13, m: 6,
w: 7). Es bestand sowohl hinsichtlich des Alters (Fall1: 9,1 £ 4,6 gegenuber Kontroll1: 9,5 + 4,5
Jahre) als auch der Konstitution eine gute Ubereinstimmung: Héhe (Fall1: 151,0 + 30,3
gegenulber Kontroll1: 138,5 £ 26,8 cm), Gewicht (Fall1: 43,2 + 25,7 gegenuber Kontroll1: 36,7
20,1 kg), BMI (Fall1: 17,1 + 4,6 gegeniiber Kontroll1: 17,5 + 4,0 kg/m?), KOF (Fall1: 1,3 + 0,5
gegeniiber Kontroll1: 1,2 + 0,4 m?).

Bei den Erwachsenen konnten 42 MFS* Patienten (Fall2-Kohorte) zu gleichen
Geschlechtsverhaltnissen (m: 21, w: 21) in die Studie aufgenommen werden. Dem gegentiber
stand die Kontroll2-Kohorte, die N=60 Probanden mit 26 Mannern und 34 Frauen umfasste. Auch
hier zeigte sich eine gute Ubereinstimmung in Bezug auf Alter (Fall2: 39,7 + 13,0 gegeniiber
Kontroll2: 38,4 + 13,7 Jahre) sowie der Konstitution: Hohe (Fall2: 187,8 + 11,7 gegenlber
Kontroll2: 180,5 + 11,1 cm), Gewicht (Fall2: 83.7 + 21,1 gegenlber Kontroll2: 79,6 £ 17,1 kg),
BMI (Fall2: 23,6 + 4,9 gegenlber Kontroll2: 24,3 + 4,2 kg/m?), KOF (Fall2: 2,1 + 0,3 gegeniiber
Kontroll2: 2,0 + 0,3 m?).
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Tabelle 3: Uberblick (iber Kohorten mitsamt klinischer Daten und ermittelter Asprosinkonzentration: Kohortengréfe
[Anzahl], Geschlecht [Anzahl: mannlich, weiblich], Alter [Jahre], Hohe [cm], Gewicht [kg], BMI [kg/m?], KOF [m?2],
Asprosinkonzentration [ng/ml] (ermittelt im Speichel mittels ELISA). M + SD: Mittelwert + Standardabweichung.

) Gesch 3 . Asprosin
Grole Alter Hohe Gewicht BMI KOF
lecht konz.
Kohorte Jahre kg/m? m?
cm (M kg ng/ml
Anzahl  Anzahl (M= Mz (Mt
+SD) (M+SD) (M + SD)
SD) SD) SD)
Fall1:
. m: 6 91+ 151,0 43,2 + 17,1 ¢ 1,3+
MFS Kinder 13 56+3,7
w7 4,6 + 30,3 25,7 4.6 0,5
(3-18 Jahre)
Fall2:
MFS m: 21 39,7 + 187.,8 83,7 + 23,6 £ 2,1+
42 48+49
Erwachsene w: 21 13,0 +11,7 21,1 4.9 0,3
(>18 Jahre)
Kontroll1:
. m:7 95+ 138,5 36,7 + 17,5+ 1,2+
Kinder 15 29+34
w: 8 4.5 + 26,8 210, 4,0 0,4
(3-18 Jahre)
Kontroll2:
m: 26 38,4 + 180,5 79,6 + 24,3 + 2,0+
Erwachsene 60 50+3,2
w: 34 13,7 +11,1 17,1 4,2 0,3
(>18 Jahre)
MFS m: 27 324 + 179.1 74,1 + 221+ 1,9+
55 50+4,6
(gesamt) w:28 175 £236 236 5,5 0,5
Kontroll 75 m: 33 32,6 + 1721 71,0 + 229+ 1,8+ 46+
(gesamt) w: 62 170 +£228 24,6 5,0 0,4 33
m: 60 32,5+ 174,4 72,6 + 23,8 £ 1,8+
Gesamt 130 48+3,9
w: 70 17,1 +24.3 28,4 17,3 0,5

4.2. Asprosin in MFS ist nicht erniedrigt

Beim MPLS konnte eine erniedrigte Asprosinkonzentration im Serum festgestellt werden'",

weshalb die initiale Hypothese geaduliert wurde, dass ein niedriges Asprosin auch fir MFS

Patienten anzunehmen sei.

Im Kindes-/ Jugendalter (3-18 Jahre) wurde fur MFS Patienten eine signifikant hdhere

Asprosinkonzentration im Speichel als fir die Kontrollen gemessen (*P=0,0325) (Abb. 10 A). Bei
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den Erwachsenen (>18 Jahre) ergab sich ein ahnlicher Mittelwert ohne signifikanten Unterschied
(Abb. 10 B). Bei Betrachtung der MFS Einzelwerte im Vergleich zu denen der Kontrollen zeigt
sich sowohl bei den Kindern als auch den Erwachsenen eine gréf3ere Streuung um den Mittelwert.
Reprasentativ stehen dafir die ermittelten Standardabweichungen, die bei MFS hoéher als bei
Kontrollen waren: 3-18 Jahre (MFS: 5,6 + 3,7 ng/ml gegenuber Kontroll: 2,9 + 3,4 ng/ml), >18
Jahre (MFS: 4,8 + 4,9 ng/ml gegenliber Kontroll: 5,0 £ 3,2 ng/ml). Asprosin liegt in MFS
gegenuber den Kontrollen nicht erniedrigt vor.

Zudem ist bei Betrachtung der Kontrollkohorten ein altersabhangiger Anstieg der
Asprosinkonzentration in der Gruppe der Kinder und Jugendlichen (3-18 Jahre: 2,9 + 3,4 ng/ml)
zu der der Erwachsenen (>18 Jahre: 5,0 £ 3,2 ng/ml) erkennbar (Abb. 10 A, B).
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Abbildung 10: Die Eingangshypothese eines grundsatzlich erniedrigten Asprosins bei MFS Patienten konnte nicht
bestatigt werden. Es zeigte sich ein altersabhangiger Unterschied zwischen MFS- und Kontroll-Gruppen. A. Asprosin
war bei Kindern mit MFS (3-18 Jahren) signifikant erhoht (*P=0,0325). MFS (3-18 Jahre): N=13, 5,6 + 3,7 ng/ml; Kontroll
(3-18 Jahre): N=15, 2,9 + 3,4 ng/ml. B. Es bestand kein signifikanter Unterschied in Asprosin bei erwachsenen MFS
und Kontrollen (>18 Jahre). MFS (>18 Jahre): N=42, 4,8 + 4,9 ng/ml; Kontroll (>18 Jahre): N=60, 5,0 + 3,2 ng/ml.
Statistische Untersuchung mit GraphPadPrism 9, t-Test, Mann-Whitney-Test (A, B). Darstellung des M + SD.

4.3. Asprosin in Kontroll-Kohorte
Es erfolgte zunachst die Betrachtung der Kontrollen, um den bei MFS Patienten vorliegenden

genetischen Unterschied als EinflussgroRRe auf das Asprosin auszublenden.

4.3.1. Asprosin in Abhangigkeit von Alter und Geschlecht
Bei Betrachtung der Asprosinkonzentration der Kontrollen (N=70) in Abhangigkeit vom Alter

zeigte sich ein altersabhangiger Unterschied. Bei Kindern (3-18 Jahre) war bei steigendem Alter
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eine Zunahme, bei Erwachsenen (>18 Jahre) hingegen eine Abnahme von Asprosin zu erkennen
(Abb. 11 A). Die Daten lassen auf eine stufenweise Altersintervall bezogene Zunahme von
Asprosin schliefien, welche von den 3-11 Jahrigen (2,5 + 1,3 ng/ml) Gber die 12-18 Jahrigen (4,0
+ 5,0 ng/ml) bis hin zu den 19-40 Jahrigen (6,0 £ 3,5 ng/ml) eine Zunahme zeigte, ehe sich im
héheren Alter dann eine Abnahme bemerkbar machte (41-59 Jahrige: 3,6 + 2,3 ng/ml; >60
Jahrige: 2,4 + 2,0 ng/ml) (Abb. 11 B).
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Abbildung 11: Altersabhangiger Unterschied von Asprosinmengen bei Kontrollen, N=75. A. Asprosin steigt im Alter
von 3-18 Jahren (rot) an (Y=0,1642x+1,365), im Bereich >18 Jahren (blau) fallt Asprosin ab (Y=-0,08629x+8,327),
lineare Regression. 3-18 Jahre: N=15. >18 Jahre: N=60. B. Asprosin zeigt eine altersabhangige Erhdhung im mittleren
Lebensalter. Altersintervalle: 3-11 Jahre: N=9; 2,5 + 1,3 ng/ml. 12-18 Jahre: N=7; 4,0 £ 5,0 ng/ml. 19-40 Jahre: N=35;
6,0 + 3,5 ng/ml. 41-59 Jahre: N=24; 3,6 + 2,3 ng/ml. >60 Jahre: N=5; 2,4 + 2,0 ng/ml. Signifikante Asprosinerhéhung
im Alter von 19-40 Jahren gegenuber 3-11 Jahre: *P=0,025; gegeniber 41-59 Jahren: *P=0,0329. C. Asprosin erhéht
in Kontroll-Erwachsenen (>18 Jahre) gegeniber Kontroll Kindern (3-18 Jahre). Kinder: N=15; 2,9 + 3,4 ng/ml.
Erwachsene: N=60; 5,0 + 3,2 ng/ml. Signifikant erhoht: **P= 0,0022. Statistische Auswertung mit GraphPadPrism 9,
One-Way-ANOVA (B), t-Test, Mann-Whitney-Test (C). Darstellung des M £ SD.
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Im mittleren Altersbereich (19-40 Jahre) wurden somit die hdchsten Asprosinkonzentrationen
gemessen, die gegenliber dem jingsten (3-11 Jahre) und nachst héheren (41-59 Jahre)
Altersintervall signifikant erhdht waren (*P=0,025; *P=0,0329) (Abb. 11 B).
Erwachsene (>18 Jahre) zeigten ein signifikant héheres Asprosin gegenuber Kindern (3-18
Jahre), sodass dies in weiteren Betrachtungen berucksichtigt werden muss (** P=0,0022) (3-18
Jahre: 2,9 £ 3,4 ng/ml gegenlber >18 Jahre: 5,0 + 3,2 ng/ml) (Abb. 11 C).
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Abbildung 12: Asprosin ist im mittleren Altersbereich in Kontrollen sowohl bei Frauen als auch bei Mannern am
hochsten. A. Die hochsten Asprosin-Werte wurden bei mittelalten Frauen (19-40 Jahre) gemessen: N=17; 6,5 + 3,8
ng/ml. Kein signifikanter Unterschied. B. Asprosin war auch bei mittelalten Mannern (19-40 Jahre) am héchsten: N=18;
5,5 £ 3,2 ng/ml. Kein signifikanter Unterschied. C. Mittelalte Frauen zeigten ein hoheres Asprosin als mittelalte Manner.
Kein signifikanter Unterschied. Statistische Auswertung mit GraphPadPrism 9, One-Way-ANOVA (A, B), t-Test, Mann-
Whitney-Test (C). Darstellung des M + SD.

Das Vorliegen des hochsten Asprosin im Altersbereich der 19-40 Jahrigen lie® sich sowohl bei
Mannern als auch bei Frauen zeigen (Abb. 12 A, B). Im direkten Vergleich dieser wiesen mittelalte
Frauen ein leicht héheres Asprosin auf (weiblich: 6,5 + 3,8 ng/ml, gegenuber mannlich: 5,5 + 3,2

ng/ml).
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4.3.2. Asprosin in Abhangigkeit von der Nuchternzeit

Verschiedene Studien stellten bisher einen Anstieg von Asprosin unter fortschreitendem Fasten
dar'3*® Dies konnte in dieser Studie mit einem schwach positiven signifikanten Zusammenhang
zwischen der Asprosinkonzentration und der Nichternzeit von Rs=0,2327 bei *P=0,0446 nach
Spearman (Abb. 13 A) bestatigt werden. Unter intervallsbezogener Betrachtung der Nichternzeit
(Abb. 13 B) stellte sich zu jedem Zeitpunkt der Nichternzeit ein hoheres Asprosin in der Gruppe
der langer Fastenden (2h, 4h, 6h, 8h, 10h) dar. Ein signifikanter Unterschied ergab sich im
Vergleich der Werte fur 6h und 8h (*P=0,028, **P=0,0059).
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Abbildung 13: Asprosin zeigte in Kontrollen eine positive Korrelation zur Nichternzeit. A. Signifikant positive
Korrelation nach Spearman mit steigender Asprosinmenge bei steigender Nuchternzeit: Rs=0,2327; *P=0,0446.
Lineare Regression (rot: Y=0,2319x+3,412). B. Asprosin ist in jedem Vergleich bei hdherer Niuchternzeit erhoht. Ein
signifikanter Unterschied zeigte sich im Vergleich der Werte fiir 6h und 8h. <6h: N=49; 3,9 + 2,9 ng/ml. >6h: N=26; 5,9
+ 3,7 ng/ml. <8h: N=51; 3,8 + 2,9 ng/ml. >8h: N=24; 6,2 + 3,7 ng/ml. <10h: N=64; 4,5 + 3,4 ng/ml. >10h: N=11, 5,4 +
3,2. Signifikanter Unterschied bei <6h gegenlber >6h: *P=0,028; bei <8h gegenulber >8h: ** P=0,0059. Statistische
Auswertung mit GraphPadPrism 9, Spearman-Korrelation (A), t-Test, Mann-Whitney-Test (B). Darstellung des M + SD.

4.3.3. Asprosin in Abhangigkeit von der Konstitution

Verschiedene Publikationen stellten bisher unterschiedliche Korrelationen zwischen Asprosin und
konstitutionellen Eigenschaften her (Abb. 3), sodass auch in dieser Studie die Einflussgréfen
Gewicht [kg] und Hohe [cm] erfasst wurden. Rechnerisch lie} sich daraus der BMI und die KOF
ermitteln (Formel 1, A, B). Anhand des BMI lief3 sich eine Gewichtsklassifizierung vornehmen, die
im Alter von 3-18 Jahren anhand von BMI-Perzentilkurven entsprechend dem Alter, im Alter von
>18 Jahren anhand von festen BMI-Intervallen erfolgte.

Bei den 3-18 Jahrigen wurde unabhangig von der Zunahme der Gewichtsintervalle nahezu
gleichbleibendes Asprosin von etwa 2,5 ng/ml bei Vernachlassigung des Ausreil3ers im Intervall

50-75 kg gemessen (Pat.-ID: 305). Erwachsene wiesen eine nahezu doppelt so hohe Menge an
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Asprosin auf, welches einer graduellen Abnahme bei steigendem Gewicht unterlag. Die

Unterschiede waren in der statistischen Analyse nicht signifikant (Abb. 14 A).
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Abbildung 14: Asprosin in Abhangigkeit von der Konstitution in Kontrollen, unterschieden bei Kindern und
Erwachsenen. A. Asprosin-Mengen zeigten bei den 3-18 Jahrigen in den Gewichtsintervallen bei Vernachlassigung
des AusreilRers (Pat.-ID: 305) keinen Unterschied. Bei den Erwachsenen (>18 Jahre) ist eine graduelle Abnahme bei
Zunahme des Gewichts erkennbar. Keine signifikanten Unterschiede. B. Asprosin wurde in Abhangigkeit von der Hohe
sowohl bei den Kindern als auch den Erwachsenen ebenso analysiert wie in Abhangigkeit vom Gewicht (Abb. 14, A).
Keine signifikanten Unterschiede. C. Asprosin-Mengen fallen bei Zunahme der Gewichtsklasse ab. Asprosin ist sowohl
in adip6sen Kindern und adipdsen Erwachsenen reduziert. Kein signifikanter Unterschied von Asprosin in Abhangigkeit
von einzelnen Gewichtsklassen. Die Gewichtsklassen in der Gruppe 3-18 Jahre wurde anhand der einzelnen BMI-
Perzentilkurven entsprechend dem Alter bestimmt (vgl. 2.1.2.); die der Gruppe >18 Jahre anhand des BMI:
Untergewicht (BMI: <18,5 kg/m?), Normalgewicht (BMI: 18,5-24,9 kg/m?), Ubergewicht (25-29,9 kg/m?), Adipositas 1°
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(30-34,9 kg/m?), Adipositas 2° (35-39,9 kg/m?) (vgl. 2.1.2). D. Asprosin stellt sich in Abhangigkeit von der KOF sowohl
bei den Kindern als auch den Erwachsenen ahnlich dar wie in Abhangigkeit von Gewicht (Abb. 14 A) und Héhe (Abb.
14 B). Keine signifikanten Unterschiede. Statistische Auswertung mit GraphPadPrism 9, One-Way-ANOVA (A, B, C,
D), Darstellung des M £ SD.

Eben gleiches Bild zeigte sich sowohl bei den 3-18 Jahrigen als auch den Erwachsenen unter
Betrachtung der Hohe. Bei den Kindern wurden bei Vernachlassigung des Ausreil3ers im Intervall
160-180 cm (Pat.-ID: 305) nahezu konstante Werte ermittelt. Bei den Erwachsenen nahm das
Asprosin bei Hbhenzunahme ohne signifikante Unterschiede leicht ab (Abb. 14 B).

Hinsichtlich der gemessenen Asprosin-Mengen in Abhangigkeit von Gewichtsklasse stellte sich
im Alter der 3-18 Jahrigen auch bei Vernachlassigung des Ausreilders bei Untergewicht eine
Abnahme von Asprosin bei Zunahme der Gewichtsklasse dar. Pat.-ID: 303 (17 Jahre, weiblich)
war das einzige tibergewichtige Kontrollkind (BMI: 27,6 kg/m?) und hatte mit 1,2 ng/ml einen sehr
niedrigen Asprosin-Spiegel. Analog dazu verhielt es sich bei den Erwachsenen:
Normalgewichtige wiesen die hdochsten Asprosin-Mengen auf, Adipdse die geringsten. Dabei
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abb. 14 C).

Unter Betrachtung der KOF (Abb. 14 D) zeigte sich ein dhnliches Bild wie unter Betrachtung von
Gewicht und Héhe (Abb. 14 A, B). Auch hier ergab sich statistisch kein signifikanter Unterschied.
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4.4. Asprosin in MFS-Kohorte

4.41. Asprosin in Abhangigkeit von Alter und Geschlecht

Wie auch bei den Kontrollen stieg Asprosin bei MFS (N=55) im Altersbereich der 3-18 Jahrigen
zunachst an, ehe es bei den Erwachsenen (>18 Jahre) bei Zunahme des Alters abfiel (Abb. 15
A). Die lineare Regression zeigt fur die Kinder (rot) einen Anstieg, und fir die Erwachsenen (blau)

einen Abfall im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Abb. 11 A).
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Abbildung 15: Asprosinmessungen bei MFS Patienten, N=55. A. Asprosin-Mengen nehmen in der Gruppe 3-18
Jahren (rot) zu (Y=0,3097x+2,741), und fallen in der Gruppe >18 Jahren (blau) ab (Y=-0,03595x+6,245). Lineare
Regression: 3-18 Jahre: N=13, >18 Jahre: N=42. B. Asprosin ist im mittleren Altersbereich nicht am hdchsten. Kein
signifikanter Unterschied. Es zeigt sich eine Streuung der Einzelwerte von niedrigen bis hohen Werten in jedem
Altersintervall: 3-11 Jahren: N=8, 4,3 + 3,6 ng/ml. 12-18 Jahre: N=5, 7,6 + 3,2 ng/ml. 19-40 Jahre: N=26, 5,3 + 5,5
ng/ml. 41-59: N=13, 3,1 + 2,8 ng/ml. >60: N=3, 8,2 + 5,4 ng/ml. C. Asprosin in MFS Kinder nicht-signifikant gegentber
erwachsenen MFS Patienten erhoht: MFS 3-18 Jahre: N=13, 5,6 + 3,7 ng/ml. MFS Patienten >18 Jahre: N=42, 4,8 +
4,9 ng/ml. Statistische Auswertung mit GraphPadPrism 9, One-Way-ANOVA (B), t-Test, Mann-Whitney-Test (C),
Darstellung des M £ SD.
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Bezuglich der gewahlten Altersintervalle war die Verteilung der Asprosin-Mengen bei mittelalten
(19-40 Jahre) MFS Patienten und Kontrollen unterschiedlich (Abb. 11 B). Es zeigte sich bei MFS
Patienten vielmehr eine starkere Streuung mit hohen und niedrigen Asprosin-Mengen in jedem
Altersintervall, ohne Nachweis signifikanter Unterschiede (Abb. 15 B).

Dies fuhrte gerade bei den MFS Kindern, die eine vergleichsweise geringe Stichprobengrofie
stellten, zu hohen Mittelwerten (MFS: 3-11 Jahre: N=8, 4,3 £ 3,6 ng/ml. 12-18 Jahre: N=5, 7,6
3,2 ng/ml) (Abb. 15 B), was sich auch im Vergleich der MFS Kinder und MFS Erwachsenen
widerspiegelte. Bei den Kontrollen zeigten die Erwachsenen hier erhohte Asprosin-Mengen mit
signifikantem Unterschied (Abb. 11 C), wahrend die MFS Kinder sogar hdhere Asprosin-Mengen
als die MFS Erwachsene aufwiesen, nicht signifikant (MFS: 3-18 Jahre: 5,6 + 3,7 ng/ml
gegenlber >18 Jahre: 4,8 + 4,9 ng/ml).

Ebenso zeigten auch zwei der drei MFS Erwachsenen, tber 60 Jahre alt, im Gegensatz zur
Kontrollkohorte (Abb. 12 B) sehr hohe Asprosin-Werte, wodurch der Mittelwert im Vergleich zu
der der Kontrollgruppe stark erhdéht wurde (MFS Patienten: >60 Jahre: N=3, 8,2 + 5,4 ng/ml
gegenuber Kontroll-Gruppe: >60: N=5, 2,4 + 2,0 ng/ml). Die beiden MFS-Ausreil3er haben die
Pat.-ID: 203 (8,8 ng/ml) bzw. 233 (13,2 ng/ml).

Auch nach Trennung der Geschlechter konnte bei MFS Patienten im Gegensatz zu der Kontroll-
Kohorte keine Korrelation der Asprosin-Mengen in Abhangigkeit von den Altersintervallen
beobachtet werden (Abb. 12 A, B). Auch hier prasentierten sich die Asprosin-Einzelwerte mit
einer grofden Streuung in jedem Altersbereich, unabhangig des Geschlechts. In beiden Gruppen
stellten sowohl weibliche MFS Patienten mittleren Alters (19-40 Jahre) als auch mannliche MFS
Patienten mittleren Alters nicht die Gruppe mit der héchsten Asprosin-Konzentration dar (Abb. 16
A + B).

Wie auch bei den Kontrollen konnte auch bei MFS Patienten ein hoheres Asprosin bei Frauen
mittleren Alters (19-40 Jahre) gegentber mannlichen MFS Patienten gleichen Alters festgestellt
werden (MFS, weiblich, 19-40 Jahre: N=12, 6,0 + 6,8 ng/ml gegenuber MFS, mannlich, 19-40
Jahre: N=14; 4,7 £ 4,1 ng/ml).
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Abbildung 16: Keine signifikanten Unterschiede in der Asprosinmessung bei MFS Patienten unter Beriicksichtigung
des Geschlechts. A. Die Asprosin-Konzentration bei MFS Patientinnen zeigte keine signifikanten Unterschiede
zueinander. B. Asprosin-Mengen bei mannlichen MFS Patienten mittleren Alters zeigten auch keine signifikanten
Unterschiede. C. Asprosin-Mittelwerte bei weiblichen und mannlichen MFS Patienten mittleren Alters (19-40 Jahre)
und jeweiligen Kontrollen gegenubergestellt zeigten keinen signifikanten Unterschied. MFS Patienten, weiblich: N=12;
6,0 £ 6,8 ng/ml. Kontroll, weiblich: N=17; 6,5 + 3,8 ng/ml. MFS Patienten, mannlich: N=14; 4,7 + 4,1 ng/ml. Kontroll,

mannlich: N=18; 5,5 + 3,2 ng/ml. Statistische Auswertung mit GraphPadPrism 9, One-Way-ANOVA (A, B, C),
Darstellung des M £ SD.

4.4.2. Asprosin in Abhangigkeit von der Nuchternzeit

Asprosin stieg auch in MFS Patienten unter Fasten an. Hier zeigte sich im Vergleich zu den
Kontrollen (Abb. 13 A) allerdings ein etwas schwacherer positiver Zusammenhang mit Rs=0,1931
nach Spearman, der nicht signifikant war (P=0,1577) (Abb. 17 A). In der intervallsbezogenen

Betrachtung der Nuchternzeit zeigte sich in jeder Gegenuberstellung, dass die langer Fastenden
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(2h, 4h, 6h, 8h, 10h) ein héheres Asprosin hatten. Ein signifikanter Unterschied wurde hier
allerdings nicht beobachtet (Abb. 17 B).
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Abbildung 17: Asprosin steigt auch in MFS Patienten unter Fasten an. A. Nicht signifikant positive Korrelation nach
Spearman mit steigendem Asprosin mit steigender Nuchternzeit: Rs=0,1931; P=0,1577. Lineare Regression (rot:
Y=0,2906x+3,370). B. Asprosin ist in jeder Gegenlberstellung in der Gruppe der hdheren Nuchternzeit erhoht. Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied. <2h: N=6, 3,6 + 4,5 ng/ml. >2h: N=49, 5,2 + 4,6 ng/ml. <4h: N=27, 4,5 + 4,3 ng/ml.
>4h: N=28, 5,5 + 4,9 ng/ml. <6h: N=37, 4,3 + 4,2 ng/ml. >6h: N=18, 6,3 + 5,3 ng/ml. <8h: N=37, 4,3 + 4,2 ng/ml. >8h:
N=18, 6,3 + 5,3 ng/ml. <10h: N=44, 4,6 + 4,1 ng/ml. >10h: N=11, 6,7 + 6,0 ng/ml. Statistische Auswertung mit
GraphPadPrism 9, Spearman-Korrelation (A), t-Test, Mann-Whitney-Test (B). Darstellung des M + SD.

4.4.3. Asprosin in Abhangigkeit von der Konstitution

Der bei den Kontrollen im Kindesalter dargestellte gleichbleibende und im Erwachsenenalter
graduell abfallende Verlauf der Asprosinkonzentration in Abhangigkeit von Gewicht, Hohe und
KOF (Abb. 14 A, B, D) konnte bei den MFS Patienten nicht gezeigt werden. Die Streuung der
gemessenen Einzelwerte mit sehr hohen und sehr niedrigen Mengen folgte keinem Muster (Abb.
18 A, B, D).

Lediglich in Abb. 18 C, die das ermittelte Asprosin in den einzelnen Gewichtsklassen darstellt, ist
eine Analogie zu den Befunden in den Kontrollen (vgl. Abb. 14 C) zu sehen. Auch 3-18 jahrige
MFS Patienten mit Ubergewicht zeigten gegeniiber den Untergewichtigen und
Normalgewichtigen eine Asprosin-Reduktion (MFS Patienten 3-18 Jahre mit Untergewicht: N=4,
6,8 + 3,4 ng/ml; mit Normalgewicht: N=7, 5,2 + 4,4 ng/ml; mit Ubergewicht: N=2, 4,6 + 2,2 ng/ml).
Bei den MFS Erwachsenen war eine Reduktion von Asprosin mit zunehmender Gewichtsklasse
nicht feststellbar (Abb. 18 C).
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Abbildung 18: Asprosin bei MFS Patienten in Abhangigkeit von der Konstitution. A. Asprosin in Abhangigkeit vom
Gewicht. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied. B. Asprosin in Abhangigkeit von der Hohe. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied. C. Asprosin in Abhangigkeit von der Gewichtsklasse. Bei Kindern mit MFS (3-18 Jahre)
zeigte sich eine Abnahme von Asprosin mit steigender Gewichtsklasse. Dieser Trend ist bei den erwachsenen MFS
Patienten nicht zu sehen. Keine signifikanten Unterschiede. Die Gewichtsklassen der Gruppe der 3-18 Jahrigen wurde
anhand der einzelnen BMI-Perzentilkurven entsprechend dem Alter bestimmt (vgl. 2.1.2.); die der Gruppe der >18
Jahrigen anhand des BMI: Untergewicht (BMI: <18,5 kg/m?), Normalgewicht (BMI: 18,5-24,9 kg/m?), Ubergewicht (25-
29,9 kg/m?), Adipositas 1° (30-34,9 kg/m?), Adipositas 2° (35-39,9 kg/m?) (vgl. 2.1.2.). D. Asprosin in Abhangigkeit von
KOF. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Statistische Auswertung mit GraphPadPrism 9, One-Way-ANOVA
(A, B, C, D), Darstellung des M + SD.

49



4.5. Asprosin bei MFS unter kardiologischer Betrachtung

Das MFS birgt das Risiko der Etablierung einer Aortendilatation, die sich in Folge zu einer
todlichen Aortendissektion entwickeln kann®*’®. Die AortengroRe wird bei MFS Patienten in
regelmafigen Abstéanden quantifiziert und in einen Z-Score Uberflhrt, der unter Berlcksichtigung
von Alter, Geschlecht, Kérpergewicht und -héhe das standardisierte Maf? fir die Aortendilatation
ist. Physiologisch liegt dieser Z-Score bei + 27,

Im Rahmen der Datenerhebung wurden bei den MFS Patienten weitere spezifische Informationen
gewonnen: Z-Score, Alter bei erster Aorten-Operation und die genaue FBN71 Mutation.

Die bekannten 55 MFS Patienten liel3en sich unterteilen in eine Gruppe von 13 Kindern mit sieben
Madchen und sechs Jungen sowie 42 Erwachsenen mit 21 Frauen und 21 Mannern. Der Z-Score
war bei allen Kindern bekannt und lag bei 3,1 + 4,5, bei den Erwachsenen war er bei 28 Patienten
dokumentiert und betrug 4,5 £ 2,9. Zwei der 13 Kinder wurden bereits an der Aorta operiert. Das
Alter bei der 1. Aorten-OP lag bei diesen bei 9 £ 5,6 Jahren. Bei den Erwachsenen wurde fast die
Halfte (20 Erwachsene) bereits operiert, wobei das Alter bei der ersten Aorten-OP bei 32,5 £ 9,3
Jahren lag. Wurde ein MFS-Patient bereits operiert, so wurde der Z-Score notiert, welchen der
Patient vor der 1. Aorten-OP hatte. Bei neun der 13 MFS Kinder war die ursachliche FBN1

Mutation bekannt und dokumentiert, bei den Erwachsenen war diese bei 20 bekannt (Tab. 4).

Tabelle 4: Uberblick tiber die MFS-Kohorten, unterteilt in MFS Kinder (3-18 Jahre), MFS Erwachsene (>18 Jahre) und
MFS-Gesamt unter Betrachtung der KohortengréRRe (Anzahl), Geschlecht (Anzahl: weiblich, mannlich), Alter (Jahre),
Z-Score (Anzahl)/ Wert, Alter der ersten Aorten-OP (Anzahl)/ (Jahre), der bekannten FBN1 Mutation (Anzahl) und der

ermittelten Asprosinkonzentration [ng/ml] (ermittelt im Speichel mittels ELISA). M + SD.

FBN1 _
. Alter erste Asprosin-
GrolRe Geschlecht Alter Z-Score Mut.
Aorten-OP Konz.
MFS- bek.
Kohorte Jahre Jahre
M ng/ml
Anzahl Anzahl (Mz Anzahl Anzahl (Mz  Anzahl
+SD (M + SD)
SD) SD)
Kinder
w7 9,1+ 3,1+ 9+
(3-18 13 13 2 9 56+3,7
m: 6 4,6 4,5 5,6
Jahre)
Erwach
sene w: 21 39,7 + 45+ 32,5+
42 28 20 20 48+49
(>18 m: 21 13 2,9 9,3
Jahre)
w: 28 32,4 + 35+ 30,4 +
Gesamt 55 41 22 29 5,0+4,6
m: 27 17,5 0,5 11,3
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Bei den 55 bekannten MFS Patienten lag eine Asprosinkonzentration von 5,0 £ 4,6 ng/ml vor.
Das 99% Konfidenzintervall hierfur lag bei 3,3-6,7 ng/ml (Tab. 5).

Tabelle 5: Uberblick iber Kohorten von MFS Patienten, Kontrollen und Gesamtproben mit Angabe der Kohortengréfe
(Anzahl), der im Speichel mittels ELISA ermittelten Asprosin-Konzentration (ng/ml) und dem 95%- und 99%-

Konfidenzintervall der Asprosin-Konzentration (ng/ml). M + SD.

. _ Asprosinkonz. Asprosinkonz.
GrolRe Asprosin-Konz.
95% Ki 99% KI
Kohorte
ng/ml
Anzahl ng/ml ng/ml
(MW £ S)

MFS 55 50+4,6 3,7-6,2 3,3-6,7
Kontroll 75 4,6 +3,3 38-54 3,6-5,6
Gesamt 130 48+3,9 41-54 39-57

451. Z-Score
Mit zunehmendem Alter kommt es bei MFS Patienten zu einer Erh6hung des Z-Score. Dieser
zeigte in Abhangigkeit vom steigenden Alter eine schwach positive Korrelation nach Spearman
mit Rs=0,3615, die nicht signifikant war (P=0,1726). Ab einem Alter von 40 Jahren wies jeder der
teilnehmenden MFS Patienten einen Uber das physiologische Mal} tiberschreitenden Z-Score auf
(Abb. 19 A).
Acht der 13 Kinder (3-18 Jahre) hatten einen physiologischen Z-Score im Rahmen von + 2 (Abb.
19 B, rot), zwei Kinder jedoch zeigten stark erhdhte Z-Scores (Pat-ID: 106, Z-Score: 16,2. 119,
Z-Score: 7,9). Bei den Erwachsenen (>18 Jahre) hatten nur finf der 28 MFS Patienten eine
normwertige AortengréfRe (Abb. 19 B, blau). Von den 41 MFS Patienten, deren Z-Score bekannt
war, wiesen nur acht eine Asprosin-Konzentration im 99%-KI auf. Der Grolfiteil hatte stark
abweichende Asprosinwerte (Abb. 19 B).
Die Z-Scores der Erwachsenen mit stark abweichenden Asprosin-Werten (<3,3 ng/ml und >6,7
ng/ml) zeigten eine bei etwa gleichem Median starkere Streuung. Die Z-Scores der Kinder mit
MFS wurden bei dieser Betrachtung aufgrund der bekannt hdheren Asprosin-Mengen in
Erwachsenen (Abb. 11 C) herausgenommen.
In der Diagnostik des MFS findet der Z-Score als Ghent-Kriterium Anwendung. Das Ghent-
Kriterium ist positiv, sobald ein MFS Patient von <20 Jahren einen Z-Score von =3, oder aber von
>20 Jahren einen Z-Score von 22 aufweist (Abb. 19 B). In Abhangigkeit von der Asprosin-
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Konzentration ergab sich bei den <20-jahrigen MFS Patienten am unteren Grenzwert (<3,3 ng/ml)
nie ein positives Ghent-Kriterium, im 99%-KI. Bei den MFS Patienten von >20 Jahren tUberwog in

allen Asprosinbereichen die Anzahl der positiven Ghent-Kriterien (Abb. 19 D).
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Abbildung 19: Betrachtung kardiologischer GréRen in Zusammenhang mit Asprosin-Mengen bei MFS Patienten. Der
Z-Score ist ein standardisiertes MaR fir die Aortendilatation und liegt physiologisch zwischen + 2. N=41. A. Mit
steigendem Alter kam es zu einer Erhéhung des Z-Scores. Es zeigte sich eine schwach positive Korrelation nach
Spearman von Rs=0,3615, nicht signifikant bei P=0,1726. Ab einem Alter von >40 Jahre wies jeder der MFS Patienten
einen erhohten Z-Score von >2 auf. Zwei Kinder hatten stark pathologisch erhohte Z-Scores. B. Dargestellt ist der Z-
Score in Abhangigkeit von der ermittelten Asprosin-Konzentration, die durch die beiden vertikalen gestrichelten Linien
des 99%-Konfidenzintervalls (3,3-6,7 ng/ml) in drei Bereiche geteilt wird. Die beiden horizontal gestrichelten Linien
stellen die Grenzen des Z-Scores dar, bei deren Uberschreitung das Ghent-Kriterium positiv ist. Bei den <20 Jahrigen
liegt dieses bei einem Z-Score von 3, bei den 220 Jahrigen bei einem Z-Score von 2. Die roten Punkte stellen die Werte
der Kinder mit MFS (3-18 Jahre) dar. Diese sind groRtenteils normwertig. Zwei MFS Kinder hatten einen stark erhdhten
Z-Score (Pat.-ID: 106, 119). Die blauen Markierungen stehen fir die Erwachsenen, deren Z-Scores zum Grof3teil
pathologisch erhéht war. Die MFS Patienten wiesen zum GroRteil eine Asprosinkonzentration auf3erhalb des 99%-KI
auf. C. Z-Score der erwachsenen MFS Patienten in Violinform mit Darstellung des Median und des ersten (25%) und
dritten (75%) Quartils in den Asprosin-Konzentrationsbereichen, die dem 99%-Konfidenzintervalls (KI) entsprechen:
(<3,3 ng/ml), (3,3-6,7 ng/ml), (>6,7 ng/ml). Bei etwa gleichem Median zeigt sich eine starkere Streuung der Z-Score-
Einzelwerte an den Extremen. Kein signifikanter Unterschied. (<3,3): N=15, 4,0 ng/ml. (3,3-6,7): N=4, 4,5 ng/ml. (>6,7):
N=9, 4,0 ng/ml (Median). D. Die Anzahl der negativen (-) gegeniber der positiven (+) Ghent-Kriterien, die nach der
Ghent-Nosologie entsprechend dem Alter (<20 Jahre (N=14) / >20 Jahre (N=27)) und des ermittelten Z-Scores (>2/

>3) definiert werden, werden zu den Asprosingruppen des 99%-KI und seinen Grenzwerten (ng/ml) dargestellt. >20
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Jahrige zeigten in allen Asprosin-Konzentrationsbereichen positive Ghent-Kriterien. <20 Jahrige MFS Patienten hatten
im niedrigen Asprosin-Konzentrationsbereich nie, dafiir aber im mittleren und hohen Asprosin-Konzentrationsbereich
positive Ghent-Kriterien. Von links nach rechts: (<20): N=4, N=0, N=2, N=3, N=4, N=1. (>20): N=4, N=11, N=0, N=3,
N=1, N=8.

4.5.2. Aorta-Operation

22 der 55 MFS Patienten, davon zwei Jungen, acht Frauen und 12 Manner, erhielten bisher eine
Aorten-OP. Die erste Operation fand im Alter von 30,4 + 11,3 Jahren statt. Bei zwolIf der 22 MFS
Patienten ist der Z-Score bekannt. Dieser belief sich im Mittel préaoperativ auf einen Wert von 7,1
+ 4,3. Bei zehn dieser MFS Patienten ist die genaue FBN1 Mutation bekannt (Tab. 6, Abb. 20 A).

Tabelle 6: Uberblick Uber die an der Aorta operierten MFS Patienten. Dargestellt ist die Anzahl der Aorten-operierten
MFS Patienten, deren Geschlechtsverteilung (weiblich/ mannlich) in den beiden Altersbereichen (<18 Jahre und >18
Jahre), das Alter bei Speichelabgabe (Jahre), der Z-Score (Anzahl der MFS Patienten, deren Z-Score bekannt ist; M +
SD), das Alter bei erster Aortenoperation (Jahre), die Anzahl der bekannten FBN1 Mutationen und die Asprosin-

Konzentration [ng/ml] (ermittelt mittels ELISA im Speichel), M £ SD.

Operierte . ) .
Altersbereich/ Alter bei Alter erste FBN1 Asprosin-
MFS . Z-Score
. Geschlecht  Speichelabgabe Aorten-OP  Mut. bek. Konz.
Patienten
Jahre/
Jahre Anzahl/  Jahre (M ng/ml
Anzahl weiblich Anzahl
o (M £ SD) M+ SD SD) (M £ SD)
mannlich
<18 Jahre
W: 0
M: 2 N=12/
22 40,8 £ 17,5 30,4 +£11,3 10 46+4,3
> 18 Jahre 7,143
W: 8
M: 12

Die beiden bereits operierten Kinder mit MFS (Pat.-ID: 105, 106) wiesen eine Asprosin-
Konzentration auf, welche im mittleren Bereich lag (99% KIl) oder sehr stark erhéht war. Kinder
mit MFS mit Asprosin-Konzentration unterhalb des unteren Grenzwertes (<3,3 ng/ml) wurden
nicht operiert. Die Verteilung der 20 von 42 operierten erwachsenen MFS Patienten vollzieht sich

Uber alle Asprosin-Konzentrationsbereiche ohne Auffalligkeiten (Abb. 20 B).
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Abbildung 20: Betrachtung kardiologischer Parameter im Zusammenhang mit gemessenen Asprosin-Mengen.
A. Asprosin-Konzentration bei operierten MFS Patienten in Abhangigkeit vom Alter bei 1. Aorten-Operation (N=22). Es
wurden zwei Kinder operiert (blau) (Pat.-ID: 105, 106). Bei zehn MFS Patienten ist die FBN1 Genmutation bekannt (mit
Pfeil markiert). Es zeigt sich eine Haufung von gemessenen Asprosin-Konzentrationen auRerhalb des 99%-KI. Der
Zeitpunkt der ersten Aorten-OP liegt bei 30,4 + 11,3 Jahren. B. Dargestellt ist die Anzahl der nicht- operierten (-)
gegenlber den operierten (+) MFS Patienten in Abhangigkeit von ermittelten Asprosin-Konzentrationen, die dem 99%-
Konfidenzintervall entsprechen. Es zeigt sich, dass 3-18-jahrige MFS Patienten nie operiert wurden, wenn sie sehr

niedrige Asprosin-Konzentrationen aufwiesen.

Wie auch bei den Kontrollen (Abb. 13 A) und der Gesamt-MFS-Kohorte (Abb. 17 A) zeigt sich
auch bei den isoliert betrachteten MFS Patienten, deren FBN1 Mutation bekannt ist, ein Anstieg
der Asprosin-Konzentration bei steigender Nichternzeit. Es wurde eine mittelstark positive
Korrelation mit Rs=0,537 nach Spearman berechnet, die doppelt signifikant war (**P=0,0027).
MFS Patienten mit einer hohen Nuchternzeit haben demzufolge erhdhte Asprosin-Mengen.
Entgegen diesem physiologischen Anstieg Uber die Zeitdauer zeigen sich aber auch zwei
Extrembereiche, die naher betrachtet werden missen: Zum einen gibt es einige MFS Patienten,
die selbst bei kurzer Niichternzeit schon sehr hohe Asprosin-Werte aufwiesen, zum anderen MFS
Patienten, die selbst bei sehr hoher Nuchternzeit noch sehr geringe Asprosin-Werte hatten. Es
fallt auf, dass vor allem MFS Patienten in diesen Extrembereichen liegen, die bereits operiert
wurden. Die beiden operierten MFS Patienten mit hoher Asprosin-Konzentration bei kurzer
Nuchternzeit (Pat.-ID: 105, 220) haben beide eine Spleilmutation. Sehr niedrige Asprosin-
Mengen bei hoher Niichternzeit zeigte ein bereits operierter MFS Patient (Pat.-ID: 231), der eine
Deletion im FBN1 Gen und ein nicht-operierter MFS Patienten (Pat.-ID: 261) mit einer Nonsense-
Mutation (Abb. 21). Eine Auflistung der nach Asprosin-Konzentrationen geordneten FBN1
Mutationen findet sich im Anhang (Tab. 7, Anhang).
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Abbildung 21: Dargestellt ist die Asprosin-Konzentration der MFS Patienten, deren genetische Mutation bekannt ist,
in Abhangigkeit von der Nichternzeit (N=29). Es zeigt sich eine positive Korrelation nach Spearman bei doppelter
Signifikanz: Rs=0,537, **P=0,0027. Jeder Punktwert wurde mit der dreistelligen Patienten-ID, dem genetischen
Mutationstyp und betroffenem Exon gekennzeichnet: SpleiBmutation, Missense-Mutation, Nonsense-Mutation,
Deletion, Mutation am Exon/ Intron-Ubergang. Die MFS Patienten werden zwischen nicht-operiert und operiert farblich
(rot/ blau) unterschieden. MFS Patienten im Alter von 3-18 Jahren wurden zudem mit einem Pfeil (1) versehen, da
Kinder tendenziell eine geringere Asprosin-Konzentration aufweisen und dem Vergleich mit Eltern zufolge nach oben
korrigiert werden mussten. Das 99%-Konfidenzintervall der Asprosin-Konzentration bei MFS wurde erweitert und durch
die beiden gestrichelten Linien auf 3 ng/ml und 8 ng/ml gekennzeichnet. Es zeigen sich bei Betrachtung des Diagramms
zwei Extreme: Zum einen der Bereich der hohen Nuchternzeit bei gleichzeitig niedriger Asprosin-Konzentration, zum
anderen der Bereich der niedrigen Niichternzeit bei gleichzeitig hoher Asprosin-Konzentration (eingekreiste Bereiche),

in der vornehmlich operierte Patienten zu finden sind.

4.6. Asprosin: Hautscore, Verwandtschaft

Hautscore

Bei den 55 MFS Patienten wurde der unter 2.1.2. vorgestellte Hautscore erhoben. Unter den
insgesamt sechs visuell oder taktil erfassbaren Diagnosekriterien stellte sich dar, dass MFS

Erwachsene einen héheren mittleren Hautscore als MFS Kinder hatten (MFS Erwachsene: N=42,
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1,9 £1,0; MFS Kinder: N=13, 0,8 + 1,0). Die sowohl bei MFS Kindern als auch MFS Erwachsenen

am haufigsten vorkommenden Kriterien waren die Striae distensae und die Venenzeichnung.

Tabelle 7: Darstellung der Ergebnisse des Hautscores bei MFS Kindern und MFS Erwachsenen.

Weich Venen Striae Piezogene Hama Atrophe  Haut
MFS Anzahl _ _ ) .
heit  zeichnung distensae @ Knotchen tome Narben  score
N Summe (MW £ S)
: 0,8+
Kinder 13 2 4 5 0 0 0
1,0
Erwach 19+
42 7 23 42 0 7 0
sene 1,0

Es ergab sich in der statistischen Analyse keine Korrelationen, die auf einen Zusammenhang
zwischen Hautscore und anderen aufgeflhrten untersuchten Kriterien wie Asprosin oder

kardiologische Grofien wie dem Z-Score oder durchgeflihrte Aorten-Operationen hinwiesen.

Verwandtschaft
In der Studie gab es mit Hinblick auf die verwandtschaftliche Beziehung drei MFS Familien, die
entsprechend die gleiche FBN1 Mutation aufwiesen. Diese waren:

1. Pat.-ID: 101,102,103

2. Pat.-ID: 118, 279

3. Pat.-ID: 108, 214, 215

Es zeigten sich grob  dbereinstimmende  Asprosin-Konzentrationen in den
generationsubergreifenden Familien. So wies die dritte Familie mit den Pat.-ID 108 (0,7 ng/ml),
214 (2,5 ng/ml) und 215 (0,5 ng/ml) ein ahnlich niedriges Asprosin auf. Hier lag eine ursachliche
Spleilmutation zugrunde (vgl. Abb. 24, Anhang).
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5. Diskussion

5.1. Hintergrund und Einordnung der Studie

MFS resultiert aus FBN1 Gen-Mutationen und zeigt sich klinisch durch einen leptosomischen
Phanotyp. Da Asprosin eine Hormon ahnliche orexigene Wirkung hat und als Spaltprodukt in der
Fibrillin-1-Synthese entsteht, bestand unter Berlicksichtigung eines bereits bei MPLS-Patienten
ermittelten erniedrigten Serum-Asprosin von Romere et al.' die Vermutung, dass ein niedriges
Asprosin generell fur alle MFS Patienten gelte. Ziel der Studie war somit die Bedeutung von
Asprosin als Marker fir das MFS darzustellen. Zum gegenwartigen Zeitpunkt liegen auf der
Internetseite http://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov  bisher vier Publikationen mit quantitativer

Asprosinbestimmung im Speichel vor?334+9091

. Ein Vorteil der Speichelbestimmung gegentber
einer Messung im Blut wird grundsatzlich in der Nichtinvasivitat und Praktibilitat gesehen®. Die
ASPMFS-Studie umfasste eine Teilnehmerzahl von 130 Personen, die sich aus 55 MFS
Patienten und 75 zugeordneten Kontrollpersonen zusammenstellte. Es ist damit die Studie, die
einerseits die weltweite groRte Kohorte umfasst, bei der Speichel als Analysat zur
Asprosinmessung verwendet wird, und zum anderen erstmals eine MFS Kohorte einbezieht und

untersucht.

Die quantitative Analyse von Asprosin im Speichel wurde in dieser Studie mit Hilfe eines an der
Uniklinik KéIn entwickelten Sandwich-ELISAs durchgefiihrt®®. Die mittlere Asprosinkonzentration
in der Gruppe der MFS Patienten lag bei 5,0 £ 4,6 ng/ml, und bei den Kontrollen bei 4,6 + 3,4
ng/ml. Im Gegensatz dazu wurden in drei vorherigen Publikationen deutlich hdhere Speichel-
Asprosinwerte gemessen, die im zwei- bis dreistelligen ng/ml Konzentrationsbereich lagen (>10
ng/ml bis zu 120 ng/ml), und eine héhere Streuung aufwiesen®****', Diese Unterschiede in den
Messungen sind wahrscheinlich auf die unterschiedliche Genauigkeit der verwendeten ELISAs
zurtckzufiuihren. Im Gegensatz zu den verwendeten ELISA-Kits der drei anderen Studien, bei
denen es sich um kauflich erworbene Produkte chinesischer Firmen handelte®** %!, basiert die
Detektion des an der Uniklinik Kdéln entwickelten Sandwich-ELISA, nicht auf in E.coli
hergestelltem Asprosin. Der Antikorper wurde gegen rekombinantes menschliches Asprosin
generiert, das in der menschlichen Zelllinie HEK293 hergestellt worden war®. Dieses Asprosin
tragt im Gegensatz zu in E.coli generierten rekombinanten Proteinen zahlreiche
Glykosylierungen, welche die funktionellen Eigenschaften und Detektion von physiologischem
Asprosin bedingen®. Die in einer ersten Messreihe erhobenen Speichel-Asprosinwerte von
Morcos et al.: N=14, 1,1 + 0,9 ng/mI* stimmen in etwa mit denen in dieser Studie ermittelten
Werten Uberein. Es zeigt sich eine leichte Diskrepanz von wenigen ng/ml, die mdglicherweise auf
die groRere Anzahl an getesteten Individuen, die breitere Altersstreuung und

Geschlechtsverteilung zurtickzufihren ist.
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5.2, Asprosin in MFS nicht reduziert

Ein wichtiger Befund dieser Arbeit ist, dass die gemittelten Asprosin-Konzentrationen in MFS
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen keine generelle Reduktion zeigten. Daher kann die
Ausgangshypothese von niedrigen Speichel-Asprosinwerten als klares Kriterium fur MFS in der
Erst-Diagnostik verworfen werden.

Stattdessen konnte eine starke Streuung von Asprosin bei MFS Patienten mit extrem hohen und
extrem niedrigen Werten beobachtet werden. Die Ursache dieser Extremwerte kann am ehesten
mit den unterschiedlichen Effekten der individuellen FBN1 Mutation auf die Asprosin Synthese
und Bioverfligbarkeit begriindet werden. Zudem korrelierten bestimmte FBN1 Mutationen mit
extremen Asprosin-Werten, dem Auftreten von Aortopathien und dem Bedarf einer Operation.
Diese bei MFS Patienten auftretende grofliere Streuung der Werte mit Ausrei3ern flhrte zu einer
im Vergleich zu den Kontrollen erschwerten Interpretation der Daten, besonders im Hinblick auf

Korrelationsuntersuchungen zu bestimmten Einflussgré3en und klinischen Daten.

5.3. Asprosin unter Betrachtung von EinflussgrofRen

5.3.1. Asprosin steigt unter Fasten an

Asprosin steigt mit zunehmender Nuchternzeit an. Dies lieR sich zu teils signifikanten
Ergebnissen in der Kontroll-, MFS- sowie der operierten MFS-Kohorte bestatigen und wurde
bereits in anderen Studien publiziert'***®_ Zu berlicksichtigen ist allerdings, dass es sich bei den
in dieser Studie ermittelten Asprosin-Werten um Individualwerte zu einem Zeitpunkt handelt, die
keinen Verlauf Gber eine Fastenperiode von mehreren Stunden reprasentieren. An dieser Stelle
waren daher weitere Forschungsarbeiten denkbar, die den Anstieg von Asprosin in Abhangigkeit
von der Fastenperiode zu festgelegten Zeitpunkten untersuchen, um diese Hypothese weiter zu

bekraftigen.

5.3.2. Asprosin ist im mittleren Lebensalter erhoht

Asprosin zeigt ein altersabhangiges Verhalten. In keiner bislang bekannten Publikation wurde
Asprosin im Zusammenhang mit Alter gesetzt oder ein Vergleich von Kindern gegenuber
Erwachsenen gezogen. In dieser Studie zeigte sich sowohl in der Kontroll- als auch der MFS-
Kohorte ein Anstieg von Asprosin im Kindes-/ Jugendalter, welcher ein Maximum im mittleren
Altersbereich erreichte und im hohen Alter einen Abfall zeigte. Bei den Kontrollen war dieses
Verhalten pragnanter und es stellten sich gerade bei den Erwachsenen signifikant héhere
Asprosin-Konzentrationen im Vergleich zu Kindern dar. Eine Erklarung fir die steigende
Asprosinmenge im pubertaren Alter konnte die mit der Gro3enzunahme und den hormonellen
Veranderungen einhergehende absolute Zunahme an Fett- und Bindegewebe sein®, wo eine

Asprosin Synthese schon beschrieben wurde''*. Eine Abnahme der Asprosin-Menge im hohen
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Alter ist am ehesten Ursache eines reduziertes Fibrillin-Umsatzes mit verringerter Synthese von
Asprosin. Dies ist ein haufig beobachtetes biologisches Verhalten des alternden Menschen in

Bezug zu seinem Metabolismus und seiner Organfunktion?®°,

5.3.3. Asprosin bei Frauen im reproduktionsfahigem Alter erhoht
Zudem wiesen sowohl weibliche Kontrollen als auch weibliche MFS Patienten mittleren Alters
héhere Asprosin-Mengen als die vergleichende Mannergruppe auf. Dieses Muster wurde auch

t33

schon von Morcos et al. beobachtet™. Vor dem Hintergrund des reproduktiven Fensters bei

Frauen im mittleren Alter und der bereits beschriebenen Korrelation von Asprosin und PCOS®":8,
die beide mit einer Erhohung der Ostrogene einhergehen, wurde bereits klinisch eine
Beeinflussung und Steigerung von Asprosin durch Ostrogene beobachtet. In-vitro Studien
konnten diesen Zusammenhang bekréaftigen, indem sie zeigten, dass Ostrogene die Synthese
von Fibrillin-1 férdern®®. Ostrogene tragen bekanntlich zum Aufbau des Fettgewebes bei®,
welches gleichzeitig den Hauptsyntheseort des Asprosins'' darstellt und so mit erhdhten
Asprosin-Mengen einhergehen kann.

Dieser Zusammenhang erklart zudem als weiteres Argument die Asprosin-Reduktion bei dlteren
Frauen, da postmenopausal die Ostrogen-Produktion erlischt® und dadurch die Fibrillin-1

Synthese einen Stimulus verliert”.

5.3.4. Asprosin unter konstitutionellem Einfluss

Die Betrachtung von Asprosin hinsichtlich konstitutioneller Parameter lasst sich am ehesten unter
Einbezug des Alters in den Kontrollen beurteilen.

Im Kindesalter zeigt sich Asprosin unabhangig von Gewicht, Hohe und KOF etwa konstant auf
einem niedrigen Niveau. Eine Besonderheit erfahren hierbei tbergewichtige Kinder: Wahrend
einige Studien ein erhdhtes Asprosin beobachteten®, welches unter Beriicksichtigung der
Annahme, dass das Fettgewebe den Hauptort der Asprosin-Synthese darstellt'’, als schliissig
erscheinen lasst, lieRen sich in dieser Studie die Ergebnisse zweier Forschungsarbeiten®°
reproduzieren, dass Ubergewichtige Kinder ein erniedrigtes Asprosin aufweisen. Long et al.
vermuteten als Ursache hierfir ein bei Gibergewichtigen Kindern vorliegenden kompensatorischen
Metabolismus, bei dem der Kdrper das Asprosin regulierend reduzierend synthetisiert, um den
Hungerstimulus und der damit verbundenen weiteren Zunahme des Gewichts zu drosseln®.
Eine Korrelation von erhéhtem Asprosin bei Erwachsenen und einem der mafigeblichen Faktoren
des metabolischen Syndroms, der Adipositas®, lieR sich in dieser Studie nicht bestatigen. Wie
Ubergewichtige Kinder hatten auch adipése Erwachsene geringere Asprosin-Konzentrationen.

Dies kann dahingehend verstanden werden, dass es durch noch unbekannte
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Ruckkopplungsmechanismen zu einer Hemmung der Freisetzung des Hunger stimulierenden
Hormons Asprosin kommt®®,

Bei MFS Patienten war die Aussagekraft der Zusammenhange zwischen Asprosin und genannter
konstitutioneller Parameter durch erwahnte Ausreil3er erschwert. Erniedrigte Asprosin-Werte in

Ubergewichtigen Kindern mit MFS lief3en sich aber auch hier beobachten.

Die extrem niedrigen und hohen Asprosin-Werte bei MFS Patienten fihrten zu einer hohen
Variabilitdt von Mittelwerten und vergroRerten Standardabweichungen, wodurch Korrelationen
nicht hergestellt werden konnten. Erhohte Asprosin-Mengen bei Frauen, erniedrigte Asprosin-
Mengen bei adipdsen Kindern und steigende Asprosin-Konzentrationen bei Fasten lieften sich
bei der Kontroll-Kohorte im Hinblick auf publizierte Arbeiten reproduzieren''*3%8%° Ein solches
Asprosin-Muster in Bezug zu Alter und konstitutionelle Parameter stellte sich bei MFS Patienten
nicht dar, sodass als Ursache dieser Asprosin-Devianz in MFS die Genetik oder andere, in dieser

Studie nicht erfasste Begleiterkrankungen in Betracht gezogen werden missen.

Genetik

Konstitution ‘ Erkrankungen

™ Asprosin /
L= N

Geschlecht ‘ Nuchternzeit

Alter

Abbildung 22: Uberblick tber mogliche Einflussfaktoren von Asprosin: Konstitution, Geschlecht, Alter, Niichternzeit,

Erkrankungen und Genetik.

5.4. FBN1 Mutation nimmt Einfluss auf Asprosin

Die funktionellen Konsequenzen der individuellen FBN71 Mutation kénnte die Erklarung fur
divergierende Asprosin-Konzentrationen in MFS Patienten sein. Sezerniertes Fibrillin-1 wird als
FMF in die EZM eingebaut und erflllt dort primar zwei Aufgaben: Zum einen dient es als
strukturgebende Komponente welche signifikant zur Stabilitat des Bindegewebes beitragt'®, zum
anderen nimmt es als Speicherort fiir beispielsweise Wachstumshormone der TGF-B-
Superfamilie Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit dieser'®.

Dies lasst sich auch auf die hier untersuchten Gréfken von Asprosin und Aortendilatation
ubertragen. Wird in MFS Patienten mutiertes Fibrillin-1 hergestellt und in die EZM eingebaut, flhrt

dies zu einer Architekturstérung mit Stabilitatsverlust und damit Risiko fiir eine Aortendilatation®.
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Ebenso liegt die Vermutung nahe, dass FMF in der Lage sind, Asprosin zu binden, zu speichern

und bei Bedarf freizugeben, wodurch eine direkte Einflussnahme auf die Bioverfuigbarkeit von

Asprosin erfolgt®*. Daraus wéchst die Erkenntnis, dass FBN1 Gen-Mutationen Einfluss auf die

systemisch messbare Asprosinkonzentration nehmen: Entweder aufgrund einer verminderten

Synthese oder aufgrund einer veranderten Bioverflgbarkeit von Asprosin durch strukturelle

Veranderungen der FMF.

Es lassen sich somit drei Gruppen an FBN1 Gen-Mutationen unterscheiden (Abb. 23):

1.

Die FBN1 Mutation fiihrt zu einem Abbruch der Translation mit der Konsequenz eines (a)
verkurzten oder (b) nicht prozessierten Fibrillin-1, wodurch auch das am Ende der
Translation lokalisierte C-terminale Ende, das spatere Asprosin, nicht hergestellt wird.
Eine auslésende Mutationsart wére beispielsweise eine Nonsense-Mutation®®. Bei

100,101. Das

heterozygoter Mutationsanlage ergibt sich daraus eine Haploinsuffizienz
zweite, gesunde FBN1 Allel sorgt fur eine korrekte, aber insgesamt reduzierte Synthese
von Fibrillin-1 und damit auch Asprosin. Bei niedrigem Asprosin ergibt sich in Abhangigkeit
von der Syntheseleistung des mutierten FBN1 Gens eine unterschiedliche Qualitat und
Anzahl des Fibrillin-1 in der EZM.
a) Das mutierte FBN1 Gen flhrt zur Synthese von einem C-terminal trunkiertem
Fibrillin-1: Es werden somit 100% Fibrillin-1 hergestellt, wovon 50% trunkiert sind.

Asprosin Synthese ist um 50% reduziert.

b) Das mutierte FBN1 Gen fuhrt zum Abbruch der Fibrillin-1 Synthese: Es werden
somit insgesamt nur 50% Fibrillin-1 hergestellt, was aber keinen qualitativen

Mangel hat. Asprosin liegt mit einer 50%igen Reduktion vor.

Die FBN1 Mutation fuhrt zu einer nur leichten Strukturanderung des Fibrillin-1 bei
unveranderter Synthese von Fibrillin-1 und Asprosin. Die Fibrillin-1 Synthese liegt bei
100%, wovon 50% mutiert sind und in FMF eingebaut werden. Asprosin ist in seiner
Synthese nicht reduziert, kann aber durch Degradation der FMF freigesetzt werden.

Asprosinlevel sind normal oder nur leicht erhéht.

Die FBN1 Mutation ist an wichtigen, funktionellen Stellen des spateren Fibrillin-1
lokalisiert, welche die Bindungsaffinitat zu Asprosin bedingen®*'%?. Es werden zwar 100%
Fibrillin-1 hergestellt, allerdings weisen 50% hiervon einen starken qualitativen Mangel
auf, der sich mit einer reduzierten Bindungseigenschaft zum Asprosin bemerkbar macht.
Die Asprosinsynthese ist unverandert bei 100%. Es kommt allerdings aufgrund der
reduzierten Bindungskapazitat der FMF bzw. ihrer starken Degradation zu erhohten

Mengen von Asprosin im Systemkreislauf.
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Abbildung 23: Verschiedene Mutationen im FBN1 Gen fihren zu unterschiedlichen qualitativen und quantitativen
Auspragungen von Fibrillin-1 und Asprosin. Zwei Allele, die das FBN1 Gen tragen, flhren jeweils zur Bildung von
Fibrillin-1 und Asprosin. Es kdnnen drei Mutationsgruppen bei Allelmutation unterschieden werden: 1: Die FBN1
Mutation flihrt zu einem (a) verkirzten oder einem (b) nicht-hergestellten Fibrillin-1 und nicht prozessiertem Asprosin.
2: Die FBN1 Mutation fuhrt zu einer geringen Strukturveranderung von Fibrillin-1 und nicht veranderten
Asprosinsynthese. 3: Die FBN1 Mutation fihrt zu einer Strukturveranderung von Fibrillin-1 an einer Bindungsstelle von

Asprosin. Die Asprosinsynthese ist unverandert.

5.5. Asprosin bei MFS unter kardiologischer Betrachtung

5.5.1. MFS Patienten entwickeln eine Aortendilatation

Mit Bezug zu kardiologischen GroRen lie sich zeigen, dass der Z-Score als Mal fur die
Aortendilatation mit zunehmendem Alter bei MFS Patienten ansteigt. Alle Gber 40-jahrigen MFS
Patienten hatten in dieser Studie einen Z-Score auflerhalb der Norm von + 2. Dieses deckt sich
mit der Information von Langenbach et al., dass etwa 80% der MFS Patienten eine erweiterte
Aortenwurzel haben®. Da dies als gréRtes Risiko fiir ein todliches Aortenereignis gesehen wird,
ist eine regelmafige kardiologische Betreuung von MFS Patienten bis ins hohe Alter absolut
indiziert. Allerdings hatten auch einige wenige Kinder mit MFS stark erhdhte Z-Scores. Dies stellt
einerseits die Bedeutung einer engen kinderkardiologischen Anbindung von Kindern mit MFS dar,
andererseits zeigt es die hohe klinische Variabilitdét des MFS. MFS Patienten, die schon in der
Kindheit eine Aortendilatation aufweisen, missen als stark risikobehaftete Patienten betrachtet

werden und entsprechend frilher medikamentds und praventiv-operativ therapiert werden.

5.5.2. Asprosin als Hinweis fur den Schweregrad von MFS

MFS Erwachsene hatten eine grofiere Schwankung des Z-Scores, wenn sie extrem niedrige oder

extrem hohe Asprosin-Konzentrationen aufwiesen. Mit Rlckblick auf Abb. 23 korreliert dies mit
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der Hypothese, dass die individuelle FBN71 Mutation zu unterschiedlichem Male Einfluss auf die
quantitative und qualitative Auspragung von Fibrillin-1 und Asprosin nimmt. Demzufolge kann die
Hoéhe des ermittelten Asprosin ein Hinweis auf die Schwere des MFS geben: Sehr niedrige oder
sehr hohe Asprosin-Werte kénnten somit Folge einer schwereren Auspragung des MFS sein.
Asprosin-Werte im mittleren Konzentrationsbereich wirden somit eine weniger pathologische
Variante des MFS indizieren. MFS Patienten missen daher individualisiert nach ihrer genauen
FBN1 Mutation betrachtet und therapiert werden. Kinder mit MFS mit einer vergroRerten Aorta
bei positivem Ghent-Kriterium und folglicher Aorten-OP wiesen mittlere bis hohe Asprosin-
Mengen auf. Unter Betrachtung, dass Kinder grundsatzlich weniger Asprosin als Erwachsene
synthetisieren, sind diese bei Kindern ermittelten Asprosin-Werte im Vergleich mit Erwachsenen
nach oben zu korrigieren. Daher kann angenommen werden, dass FBN1 Mutationen, die mit
hohen Asprosin-Mengen einhergehen und selbst schon im Kindesalter klinisch manifest werden
und gar ursachlich fir Operationen sind, als pathologischer einzustufen sind als FBN1

Mutationen, welche zu niedrigen Asprosin-Mengen fihren.

In dieser Studie war das mittlere Alter der MFS Patienten bei erster durchgefihrten Aorten-OP
bei 30,4 + 11,3 Jahren. Dies stimmt mit der Publikation von Puluca et al. Uberein, die ebenfalls
ein Alter von 30 Jahren im Mittel berechnet hatten'®,

Unter Betrachtung der Asprosin-Konzentration in Abhangigkeit von der Nuchternzeit kdnnen bei
MFS Patienten zwei pathologische Extreme beobachtet werden: Niedrige Asprosin-Werte bei
hoher Nuchternzeit, und hohe Asprosin-Werte bei geringer Niichternzeit. Diese Extreme stehen
im Gegensatz zu den mit steigender Nuchternzeit ansteigenden Asprosin-Werten. MFS
Patienten, die bereits operiert wurden, wiesen nie hohe Asprosin-Werte bei steigender
Nuchternzeit auf, sondern grétenteils nur niedrige Asprosin-Werte bei geringer Nichternzeit. In
zwei Fallen waren die Asprosin-Werte jedoch stark erhdht, was potenziell auf eine starke
Gewebsdegradation und damit einhergehende Freisetzung von gelagertem Gewebe-Asprosin
hervorgerufen durch die FBN1 Mutation schlieflen lasst. Dagegen zeigten drei der bereits
operierten MFS Patienten Asprosin-Werte im mittleren Bereich (3-5 ng/ml) bei niedriger
Nuchternzeit, bei der die meisten der nicht operierte MFS Patienten Asprosin-Konzentrationen
von unter 1 ng/ml zeigten. Dieses Muster lasst sich ebenfalls mit der bereits dargestellten
Hypothese der individuellen FBN1 Mutation mit folglichem Einfluss auf Fibrillin-1 und Asprosin
Synthese erklaren (Abb. 23).

1. Niedriges Asprosin bei hoher Nichternzeit
Hier liegt eine FBN1 Mutation der Gruppe 1 (Abb. 23) vor. Die Mutation fuhrt zu einem a)
verkurzten oder b) erst gar nicht hergestellten Fibrillin-1. Es kommt so zu einem a)
qualitativen oder b) quantitativen Mangel, der zu einer gestorten Bindegewebsarchitektur
mit der Folge einer Aortendilatation und OP-Indikation fuhrt. Das Asprosin ist aufgrund der
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50% reduzierten Syntheseleistung insgesamt reduziert. Selbst eine lange Nichternzeit
bewegt das Asprosin nicht in einen Konzentrationsbereich, der bei 100%

Syntheseleistung liegen wirde.

2. Hohes Asprosin bei geringer Nuchternzeit
Diese FBN1 Mutationen sind der Gruppe 3 (Abb. 23) zuzuordnen. Die Mutation fuhrt zu
Strukturveranderungen des Fibrillin-1, die die Bindungseigenschaften der FMF gegenlber
Asprosin verandernd reduzieren. Asprosin wird zu gleichen Anteilen zwar synthetisiert,
wird allerdings nicht wie Ublich an den FMF gebunden gespeichert, sodass ein vermehrter
Anteil in den Systemkreislauf gelangt. Asprosin lasst sich demzufolge in
Korperflissigkeiten zu héheren Anteilen ermitteln. 50% des gesamt gebildeten Fibrillin-1
weist mit seiner Strukturverdnderung einen qualitativen Mangel auf. Die
Bindegewebsarchitektur ist qualitativ reduziert und fuhrt zu Aortendilatation mit folglicher

friheren Indikationsstellung zur Operation.

3. Hohes Asprosin bei hoher Nichternzeit
Diese FBN1 Mutationen gehoéren der Gruppe 2 (Abb. 23) an und sind eher als Mutationen
mit ,mildem“ Verlauf anzusehen. Es kommt zwar zu einer leichten Strukturveranderung
von Fibrillin-1, diese macht sich aber klinisch als Aortendilatation erst im hdéheren Alter
bemerkbar. Bei den in dieser Studie Betroffenen wurden die Indikation zur Operation in
keinem Fall gestellt. Asprosin wird zu 100% von beiden Allelen hergestellt und ist im

mittleren Bereich.

Eine Asprosinmessung unter Bericksichtigung der erfolgten Nuchternzeit liefert also eine
Einschatzung zum Schweregrad des MFS. Sinnvoll ware eine Messung des Asprosins in zwei
verschiedenen Proben, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgenommen wurden: Geringe
Nuchternzeit (2h), hohe Nuchternzeit (8h). So lasst sich herausfinden, ob ein MFS Patient in
einem der besagten Extrembereiche liegt oder aber einen physiologischen Anstieg von Asprosin
bei steigender Nuchternzeit zu verzeichnen hat. Eine einzelne Asprosinmessung mit niedrigem
Asprosin bei kurzer Nuchternzeit ist in erster Linie nicht aussagekraftig, da das Asprosin bei
steigender Nichternzeit sich physiologisch steigend oder pathologisch niedrig bleibend verhalten
kann.

Es liele sich durch ein solches Messvorhaben also das Risiko fir eine Aortopathie einschatzen

und die Diagnostik und Therapie gegebenenfalls anpassen.
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5.6. Hautscore
Der in der Poliklinik fur Dermatologie und Venerologie der Universitatsklinik Koln entwickelte
Hautscore gibt eine Einschdtzung (ber den dermatologischen Zustand bei

Bindegewebserkrankungen.

Wie es bereits als typisches phanotypisches Kennzeichen fir MFS Patienten beschrieben

3073 wiesen auch alle in dieser Studie teiinehmenden MFS Erwachsene Striae distensae

wurde
auf. Diese seien anamnestisch am haufigsten mit dem GrélRenwuchs wahrend der Pubertat
aufgetreten. Ebenfalls haufig stellte sich eine positive Venenzeichnung im Rahmen einer
Varikosis bei MFS Erwachsenen dar. Auch diese klinische Besonderheit wurde bereits als eine
typische Folge des MFS beschrieben’. Ein Zusammenhang zwischen MFS und einer reduzierten
Wandstabilitat der kleinen vendsen Gefalde ist daher denkbar. Hierzu lieBen sich zum aktuellen
Zeitpunkt allerdings keine veroffentlichte Arbeit finden. Ein solch positiver Zusammenhang wirde
zudem die Vermutung der begunstigten Hamatomneigung bei MFS vor dem Hintergrund, dass
ein Sechstel der MFS Erwachsenen subkutane Hamatome aufzeigte, unterstutzen.

Bezuglich der anderen drei Untersuchungskriterien des Hautscores, die sich mit der Weichheit
der Haut, piezogenen Knétchen und atrophen Narben beschaftigen, liefen sich ebenfalls keine
entsprechenden Publikationen, die ein gehauftes Auftreten bei MFS herstellen, finden. Einige
wenige MFS Patienten wiesen eine weichere Haut im Vergleich zu anderen MFS Patienten auf.
An dieser Stelle muss allerdings eingeraumt werden, dass die diagnostische Breite zur
Einschatzung der Weichheit der Haut gering ist.

Der Hautscore stellt eine Mdglichkeit dar, den dermatologischen Phanotyp bei MFS hinsichtlich
seiner sechs Kriterien darzustellen. Zum Stellenwert des Hautscores im Vergleich zu anderen

Bindegewebserkrankungen missen weitere Arbeiten folgen.

5.7. Ausblick

Es ist unumstritten, dass FBN71 Mutationen zu unterschiedlichen Anteilen Einfluss auf die
klinischen Auspragungen eines MFS Patienten nimmt. Es ware von Vorteil, wenn einer jeden
bekannten zum MFS flhrenden FBN71 Mutation ein Risikoprofil zugeschrieben werden kénnte.
So scheint eine wie bei Familie 3 (Pat.-ID: 108, 214, 215) vorliegende Spleifimutation mit allesamt
niedrigen Asprosin-Werten als hoch pathologisch einordbar. Vor dem Hintergrund, dass die bei
Speichelabgabe 52-jahrige MFS Patientin mit der Pat.-ID 215 im Alter von 32 Jahren das erste
Mal an der Aorta operiert wurde, besteht auch fiir ihren Sohn und ihren Enkel ein erhdhtes Risiko,

ein gleiches Schicksal zu erleiden.
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AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass Asprosin weniger als Marker fir das MFS im
Rahmen der Diagnostik als vielmehr als Marker fir das MFS in Bezug zur Einschatzung des
Risikoprofils genutzt werden kann. Bei >3000 bekannten MFS auslésenden FBN1 Mutationen
besteht eine groRRe klinische Heterogenitat. Bestimmte Mutationen scheinen starker mit
Aortendilatationen und dem Bedarf einer Aorten-Operation assoziiert zu sein als andere.
Asprosin-Messungen aus Speichel sind praktikabel und einfach und kénnen bei Bestimmung zu
zwei verschiedenen Fasten-Zeitpunkten einen Hinweis flir einen schwerer anzunehmenden
Verlauf geben.

Weitere Forschungsarbeiten, die den Zusammenhang zwischen exakter FBN7 Mutation,
Aortopathie und Asprosin herstellen, sind daher nétig. Eine klinische Studie, die die Asprosin
Konzentrationen bei fastenden MFS Patienten zu festgelegten stiindlichen Intervallen untersucht,
ware hierfur ein denkbarer Ansatz. Hier wirde zum einen die Theorie des Asprosin-Anstiegs unter
prolongiertem Fasten unterstiitzt werden, zum anderen wird ersichtlich werden, inwiefern welche
MFS Patienten schon bei geringer Nuchternzeit hohe Asprosin-Werte und welche selbst bei hoher
Nuchternzeit noch niedrige Asprosin-Werte aufweisen. Dies wirde Informationen lber das
Risikoprofil bestimmter MFS auslésenden FBN1 Mutationen liefern.

Die Verfuigbarkeit einer informativen und aktualisierten Datenbank mit Uberblick tiber bekannte
MFS ausléosenden FBN1 Mutationen in Zusammenschau mit individuellem Risikoprofil ware

dartber hinaus winschenswert.
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Tabelle 8: Dargestellt sind die 29 bekannten MFS Falle, deren genetische Mutationen bekannt ist nach Asprosin-Konz.-Klassen (<3 ng/ml), (3-8ng/ml), (>2ng/ml). Aufgelistet sind

die jeweilige Pat.-ID, die ausldésende Mutation im FBN1 Gen, der Mutationstyp und das betroffene Nukletotid, Aminosaure und Exon.

Asprosin-Konz. Pat.-ID Mutation Mutationstyp Nukleotid Aminosaure Exon
[ng/mi]
<3 207 Missense-Mutation (Exon 10, c.1147G>A Missense-Mutation (Glu-Lys) 1147 383 10
(p-E383K)

248 C.268G>C Missense-Mutation (Gly-Arg) 268 90 4

204 ¢.367T>C; Exon 5, heterozygot Missense-Mutation (Cys-Arg) 367 142 5

118 c.5789A>G Missense-Mutation (Exon/Intron-Ubergang) 5789 1930 48

215 C.7204+1G>A) SpleiRmutation am Beginn des Introns zwischen 7204+1 2402-2403  58-59
Exon 58 und Exon 59

231 c.6067delA Deletion an Stelle 6067 (A), frameshift, mit Stop- 6067 2023 50

Codon in Exon 51

108 C.7204+1G>A SpleiRmutation am Beginn des Introns zwischen 7204+1 2402-2403  58-59
Exon 58 und Exon 59

268 c.2517A>T, heterozygot Missense-Mutation (Asp-Val) 2517 839 21

201 c.6391T>C Missense-Mutation (Cys-Arg) 6391 2131 53

261 c.4786C>T, Stopp-Codon Mutation (Arg-Stop) 4786 1596 39

202 €.6113G>C, p.C2038S Missense-Mutation (Gly-Ser) 6113 2038 50

218 ¢.2T>C, p.Meth1Treon im Startcodon des Exon Missense-Mutation (Met-Thr), Veréanderung 2 1 1

1 Startcodon (Startcodon dann erst im Exon 4)

214 C.7204+1G>A SpleiRmutation am Beginn des Introns zwischen 7204+1 2402-2403  58-59
Exon 58 und Exon 59

279 c.5789A>G Missense-Mutation (Exon/Intron-Ubergang) 5789 1930 48




3-8 103 ¢.3380G>T, heterozygot Missense-Mutation (Gly-Val) 3380 1127 27
282 c.164G>A Missense-Mutation (Gly-Glu) 164 55 2
232 c.7769G>A, heterozygot Missense-Mutation (Cys-Tyr) 7769 2590 63
107 ¢.367T>C; Exon 5, heterozygot Missense-Mutation (Cys-Arg) 367 142 5
119 c.4172>A; p. Cys1391Tyr (de-novo, Missense-Mutatation (Cys-Tyr) 4172 1391 34

heterozygot)
255 heterozygoten Sequenzverdanderung im Exon Nonsense-Mutation (Arg-Stop) 6658 2220 55
55 (c.6658C>T), vorzeitiges Stop-Codon an
Position 2220 (p.Arg2220*))
106 Deletion Exon 47-49; neonatales Marfan- Exon-Deletion (47-49) 5672-6073  1892-2013  47-49
Syndrom
102 €.3380G>T, heterozygot Missense-Mutation (Gly-Val) 3380 1127 27
101 ¢.3380G>T, heterozygot Missense-Mutation (Gly-Val) 3380 1127 27
221 c.298T>C Missense-Mutation (Cys-Arg) 298 100 4
>8 220 c.1148-2A>G SpleiRmutation am Ende des Introns zwischen Exon  1148-2 383-384 10-11
10 und Exon 11
230 ¢.5014T>G, p.Cys1672Gly, heterozygote Missense-Mutation (Cys-Gly) 5014 1672 41
Missense Mutation
105 €.2729-2>G, Spleilk-Mutation: SpleiBmutation am Ende des Introns zwischen Exon  2729-2 910-911 23-24
23 und Exon 24
229 c.4489T>A innerhalb des FBN1 Gens, Missense-Mutation (Cys-Ser) 4489 1497 37
Sequenzveranderung, Klasse-4-Variante
262 C.7726C>T; p. (Arg2576Cys) in Exon 63 des Missense-Mutation (Arg-Cys) 7726 2576 63

FBN1 Gens, a.e. Neumutation), heterozygot




c2T>C C.3380G>T (M)
p-Met1Thr c.367T>C (M) c1147G>A |[.1148-2A5G (S) p-Gly1127Val
(Startcodon wird p.Cys142Arg Exon-Intron- || im Intron. p.383- €.2729-2A>G (S) | |Asp.: 7,65 (101);
ersetzt) Asp.: 3,52 ({i07); Ubergang 384 €.2517A>T (M) || Im Intron. p.910- 6,14 (102); 3,04
Asp.: 2,42 (218) 0,21 (204 Asp.: 0 (207) || Asp.: 8,89 (220) p-Asp839Val o11 (109)
Asp.: 0,83 (268) | | Asp.: 10,70 (105) L

c.164G>A |[c.268G>C || ¢.298T>C (M)
Exon-Intron- (M) p.Cys100Arg
Ubergang ||p.Gly90Arg||Asp.: 7,77 (221)
As(pz.:BgSZS Aza.é )o Gelb: <3 ng/ml Asprosin
Grun: 3-8 ng/ml Asprosin
Blau: >8 ng/ml Asprosin
Fett: Operiert an Aorta
c.5789A>G (M)
p.1930 Intron-
Exon-Ubergang
Asp.: 0,49 (118),
2,75 (279) C.7204+1G>A (S)
Im Intron. p.2402-
¢.5672_6073del 2403
Del. Exon 47-49)
c.4172G>A (M) |[ c.4489T>A (M) ¢.5014T>G (M) ( Asp.: 0,72 (108),
p.Cys1391Tyr || p.Cys1497Ser p.Cys1672Gly Asp.: 4,75 (106) (;:5603>?S12T1>3(1: /i’:g) 2,4?5 (214)F0,5% 0-75692%;/\0 T(M)
Asp.: 3,79 (i : : : p.Cys yr
sp.: 3,79 ({G)||Asp.: 10,95 (229)| |Asp.: 9,37 (230) ASp. 0.97 (201) (215)

c.4786C>T (N)
p.Arg1596Stop
Asp.: 1,54 (261)

€.6067(A)del

p.2023 fs Stop in
Exon 51

Asp.: 0,52 (231)

c.6113G>C (M)
p.Gly2038Ser
Asp.: 1,57 (202)

c.6658C>T (N)
p.Arg2220*Stop
Asp.: 4,60 (255)

Asp.: 3,46 (232)

000

c.7726C>T (M)
p.Arg2576Cys
Asp.: 12,61 (262)

Abbildung 24: Dargestellt ist das FBN1 Gen von 5° zum 3'-Ende mitsamt seiner 65 nummerierten Exons und den dazwischen liegenden Introns (oval). Eingetragen sind die 29
bekannten MFS-Mutationen am Mutationsort im FBN1 Gen. Die farblichen Markierungen kennzeichnen die jeweils ermittelten Asprosin-Konzentrationen: (gelb): <3 ng/ml. (grin): 3-
8 ng/ml. (blau): >8 ng/ml. In fett und unterstrichen unterlegt sind die zehn Pat.-ID, die bereits eine Aorta-Operation erhalten haben. In den einzelnen Kastchen erfolgt die Information

der genauen Mutation im entsprechenden Exon bei ermittelter Asprosinkonzentration (ng/ml) und der zugehérigen Pat.-ID.



