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3.3.1.7 Prokollagen-III-Propeptid

Prokollagen-III-Propeptid (PIIIP) ist ein Indikator fiir die Neusynthese von Kollagen III.
Abbildung 17 gibt Einblick in die Morphologie, Abbildung 18 zeigt die quantitative Analyse.

Abbildung 17: Spezifischer Nachweis des Prokollagen-I111-Propeptids (PIIIP) mittels IHC. A
Regelgerechte Anfirbung des extrazelluldr nachgewiesenem PIIIP (griin) im Kontrollgewebe

bei organisierter Myokardstruktur. B Verstdirkter Nachweis von PIIIP (griin) im Gewebe des

Studienkollektivs. (Rot=F-Aktin).

Abbildung 18: Quantitativer Nachweis von PIIIP in der EZM mittels IHC (prozentual),

Kontrolle versus Studiengruppe. Messergebnis in der Kontrollgruppe 9,47+0,48 % versus
Studiengruppe 16,70+0,60 %, p<0,05.
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3.3.1.8 Kapillardichte

Der Endothelmarker PECAM (CD31) farbt spezifisch Endothelzellen, wodurch die
Darstellung und quantitative Messung der Kapillardichte pro Fliche (n/mm?®) gelingen konnte.

Abbildung 19 zeigt die Morphologie, Abbildung 20 die quantitative Auswertung.

Abbildung 19: Darstellung und quantitative Messung (n/mm’) der Kapillardichte mittels

Immunhistochemie (PECAM CD31 Antikorper) im myokardialen Probegewebe. A
Physiologisch hohe Kapillardichte im Kontrollgewebe. B Reduzierte Kapillardichte im
Myokard des Studienkollektivs. (Rot=F-Aktin).
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Abbildung 20: Auszihlung der Kapillardichte (n/fmm’), Kontrolle versus Studiengruppe.
Messergebnis in der Kontrollgruppe 979+123 n/mm’ versus Studiengruppe 66041 n/mm’,
p<0,05.
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3.3.2 Zellulire Degeneration, Alpha-Aktinin 1 und 2

Alpha-Aktinin (ACTN) ist ein sarkomerisches Geriistprotein. Die Gruppe der ACTN umfaf3t
vier verschiedene Subformen (ACTN 1-4). ACTN hiilt das fiir die Kontraktion notwendige
Aktin in Hohe der Z-Scheibe in einer giinstigen Position. Mittels Immunhistochemie gelang
eine spezifische Anfirbung des Glattmuskelzell-ACTN-1 und des herzspezifischen ACTN-2.
Fiir die Darstellung kamen die Antikorper-Klone BM 75.2 fiir ACTN-1 und EA 53.3 fiir
ACTN-2 zur Anwendung. Beide Antikorper hatten sich bereits in vorher durchgefiihrten
Studien als spezifisch und sensitiv gezeigt *’. Das Vorkommen von ACTN-1 in

Herzmuskelzellen ist ein Indikator fiir myokardiale zelluldre Degeneration.

Einen quantitativen und qualitativen Uberblick beziiglich der Nachweise von ACTN-1 und

ACTN-2 im Gewebe der Studiengruppe gibt Abbildung 21.

Exemplarisch ist der Nachweis der klusterartigen Ansammlungen von ACTN-1 in Abbildung
22 gegeben, der sarkomerische Strukurverlust kann nach spezifischer ACTN-2 Firbung in

Abbildung 23 beobachtet werden.
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3.3.2.1 Quantifikation
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Abbildung 21: Verteilung (absolut) der Nachweise fiir strukturelle Degeneration im
Studienkollektiv. A ACTN-1 konnte in zehn der 31 Patienten positiv nachgewiesen werden. B
Die zehn fiir ACTN-1 positiv markierten Patienten ACTN-1 zeigten siebenmal leichtgradige,
einmal mittelschwere, und zweimal schwere Degeneration anhand ACTN-1. C
Myozytendegeneration anhand des Nachweises von desorganisiertem ACTN-2 konnte in 25
der 31 Studienpatienten gezeigt werden. D Hierbei 16 mal leicht- und neunmal mittelschwere

ACTN-2 Degeneration.

3.3.2.2 Darstellung (Immunhistochemie)

Mithilfe der immunhistochemischen Féarbungen konnten Kluster von ACTN-1 bei zehn der
untersuchten Patienten des Studienkollektivs detektiert werden. Im Kontrollkollektiv
hingegen fanden sich kein ACTN-1. Beispielhafte Fotografien hierfiir finden sich in
Abbildung 22.
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Abbildung 22: Alpha-Aktinin-1 (ACTN-1), A, B Mittels IHC Fdrbungen konnten klusterartige
Ansammlungen von ACTN-1 bei zehn der 31 Patienten intrazelluldr nachgewiesen werden. Im
Kontrollkollektiv konnte ACTN-1 nicht detektiert werden. (Rot= F-Aktin).

Bei der immunhistochemischen Darstellung von ACTN-2 konnte in den Kontrollengeweben
keine degenerativen Verdnderungen entdeckt werden. Im Studienkollektiv war eine
Verminderung der regelmifBigen Streifung als Hinweis auf einen Strukturverlust nachweisbar.

Diese Ergebnisse werden durch die exemplarischen Fotografien in Abbildung 23 verdeutlicht.

A B

Qum 10um

Abbildung 23: Alpha-Aktinin-2 (ACTN-2), A In den Kontrollgeweben konnten keine
Anzeichen von Degeneration erkannt werden, die Kardioymyozyten des Kontrollkollektivs
zeigten eine gleichmdflige Querstreifung. B Im Studienkollektiv ist neben regelmdfliger
Querstreifung teilweise ein Verlust der gleichmdfligen Streifung als Zeichen eines
sarkomerischen Strukturverlustes zu beobachten.
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3.3.3 Natriuretische Peptide (Histologie)

3.3.3.1 B-Typ natriuretisches Peptid

Durch spezifische immunhistochemische Féarbung der ventrikulidren Studienbiopsien konnte

BNP in 16 der 31 Studienpatienten nachgewiesen werden. Eine bildliche Darstellung von

moderatem sowie starkem BNP Nachweis ist in Abbildung 24 gegeben.

Abbildung 24: Immunhistochemischer Nachweis von BNP im Zytoplasma des
Studienkollektivs. A Schwacher Nachweis von BNP (griin). B Starker Nachweis von

zytoplasmatischem BNP (griin). (Rot=F-Aktin).

3.3.3.2 Atrial-natriuretisches Peptid

Das Atrial-natriuretische Peptid (ANP) ist physiologisch im Atrium nachweisbar und wird bei
Dehnung der Vorhofwand ausgeschiittet. Uber den Einsatz von NTproANP als Biomarker fiir
die Herzinsuffizienz wird diskutiert *. In dieser Studie konnte ANP mittels
Immunhistochemie ventrikuldr bei fiinf der 31 Patienten im Studienkollektiv detektiert

werden. Abbildung 25 zeigt den Nachweis neben einer Positivkontrolle (humanes Atrium).
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Abbildung 25: Immunhistochemischer Nachweis von ANP. A Positivkontrolle durch Fdrbung

von Vorhofgewebe (ANP-Nachweis griin). B Positiver Nachweis von ANP in ventrikuldrem
Myokard des Studienkollektivs (ANP-Nachweis griin). (Rot=F-Aktin).

3.4 Ergebnisse der laborchemischen Blutuntersuchung
3.4.1 BNP und NTproBNP im Serum der Studienpatienten (prioperativ)

Fiir BNP konnte vor der Operation im Patientenkollektiv ein Mittelwert von 244 ,5+41,48
pg/ml gemessen werden, fiir NTproBNP 12874+248,6 pg/ml. Hiermit kann man von
pathologisch erhohten Werten ausgehen. Es konnte eine signifkante, positive
Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen von BNP und NTproBNP gezeigt

werden (p<0,001). Eine Darstellung ist in Abbildung 26 gegeben.
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Abbildung 26: Korrelation der Serumkonzentrationen von NTproBNP und BNP im

Studienkollektiv. Es konnte eine signifikante Korrelation gezeigt werden (p<0,001, r=0,878).
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3.4.2 Prokollagen I und III im Serum der Studienpatienten

Der laborchemische Nachweis der Intermedidren des Kollagenstoffwechsels
Prokollagen I und IIT im Serum der Studienpatienten gelang mittels Radioimmunassay.
Fiir Prokollagen I konnte im Mittel ein Wert von 34,95+2,78 pg/l gemessen werden.
Der Referenzwert fiir gesunde Erwachsene liegt bei 19-83 ng/l. Fiir Prokollagen III
konnte ein Mittelwert von 2,47+0,33 pg/l in der Studiengruppe gezeigt werden, wobei
hier ein Referenzwert von 2,3-6,4 pg/l zugrunde liegt (Referenzwerte: Orion
Diagnostics, Finnland). Das Studienkollektiv differriert demnach fiir beide
untersuchten  Kollagenstoffwechselprodukte ~ nicht  von  der  gesunden

Allgemeinbevolkerung.

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen von PIP

und PIIP gezeigt werden (p=0,70). Abbildung 27 zeigt die graphische Darstellung.
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Abbildung 27: Korrelation zwischen PIP und PIIIP im Serum des Studienkollektivs. Es
konnte keine signifikante Korrelation der Serumkonzentrationen gezeigt werden (p=0,70,

r=0,073).
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3.4.3 Korrelation der Prokollagene PIP und PIIIP mit NTproBNP im Serum

In den Untersuchungenzur Korrelation der Prokollagen-Serumkonzentrationen mit der
Konzentration des NTproBNP konnte fiir PIP keine signifikante Korrelation gezeigt werden.
In der Korrelation von PIITP mit NTproBNP konnte eine signifikante Korrelation gefunden

werden. Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse.
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Abbildung 28: Korrelation zwischen NTproBNP Serumkonzentration und den Prokollagenen
PIP und PIIIP im Serum der Studiengruppe. A Fiir NTproBNP und PIP konnte keine
signifikante Korrelation gezeigt werden (r=-0,11, p=0,55). B Eine signifikante Korrelation
konnte fiir NTproBNP und PIIIP nachgewiesen werden (r=0,379, p<0,04).

3.5 Myokardiale Biomarker (NTproBNP) und histologische Befunde

Wie beschrieben, kann sowohl BNP als auch NTproBNP im Blut nachgewiesen werden.
Aufgrund der stabileren Struktur kann NTproBNP ldnger und sicherer durch moderne
Messmethodik nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit vornehmlich

die NTproBNP Serumkonzentration der Patienten fiir Korrelationen und Relationen gewihlt.

Abbildung 29 zeigt die Relation der NTproBNP Serumkonzentration bei Nachweis einer
zelluldiren Degeneration durch ACTN. Abbildung 30 zeigt die NTproBNP
Serumkonzentration in Abhingigkeit vom histologischen ventrikuldren Nachweis von ANP

und BNP im Studienkollektiv.
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3.5.1 NTproBNP-Konzentration im Serum und Marker der zelluliirer Degeneration
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Abbildung 29: Nachweis der sarkomerischen Degeneration anhand der sarkomerischen
Strukturproteine ACTN-1 und ACTN-2 in Relation zur NTproBNP-Konzentration im Serum
der Studienpatienten. A Der Nachweis von ACTN-1 war mit signifikant erhohten NTproBNP
Werten im Serum der Studienpatienten verbunden. B Eine desorganisierte ACTN-2 Struktur
war in Kardiomyozyten des Studienkollektivs nicht signifikant mit erhohten NTproBNP

Werten im Serum der Patienten verbunden (p=0,130).

3.5.2 NTproBNP-Konzentration im Serum bei histologischem Nachweis der

Biomarker ANP/BNP
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Abbildung 30: Graphische Darstellung der Relation der NTproBNP Serumkonzentration und
dem immunhistochemischen Nachweis von ANP und BNP im Gewebe der Studienpatienten. A
Eine signifikante Relation von Serum-NTproBNP-Spiegel und dem positiven ANP-Nachweis
im Gewebe konnte nicht erbracht werden. B Ein positiver BNP-Nachweis mittels ICH im

Gewebe der Studienpatienten war nicht mit signifikant erhohten NTproBNP-

Serumkonzentrationen verbunden.
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353

Extrazellularmatrix

Korrelation der NTproBNP Serumkonzentration mit Bestandteilen der

Nach Auswertung der Daten konnte, bis auf eine negative Korrelation von NTproBNP im

Serum mit PIP, kein Zusammenhang gesehen werden. Abbildung 31 zeigt die Analyse.
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Abbildung 31: Korrelation der NTproBNP-Konzentration im Serum mit definierten

Bestandteilen der Extrazellularmatrix (Anteil in %) im Studienkollektiv. A Signifikante

negative Korrelation von NTproBNP Konzentration im Serum mit dem Prokollagen-I1-Gehalt

im Gewebe.B,C, D, E, F keine signifikante Korrelation.
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3.6 Korrelation von Prokollagenen im Serum und der Morphologie

3.6.1 Serumkonzentration der Prokollagene und Marker der myokardialen

Degeneration

Nach Analyse der Daten konnte weder fiir die Prokollagen-III Serumkonzentration, noch fiir
die Prokollagen-I Serumkonzentration eine signifikante Relation mit dem Nachweis von

sarkomerischer Degeneration nachgewiesen werden. Abbildung 32 veranschaulicht die

Ergebnisse.
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Abbildung 32: Relation von Prokollagen I und Prokollagen III Serumkonzentration mit
Zeichen der myokardialen sarkomerischen Desorganisation anhand des Nachweis von
destrukturierten ACTN-1 und ACTN-2 Klustern. A Relation von PIP im Serum mit
histologischem Nachweis von ACTN-1, es war keine statistisch signifikante Abgrenzbarkeit
feststellbar. B Relation von PIP mit ACTN-2, ebenfalls keine signifikante Relation
nachweisbar. C Relation von PIIIP mit ACTN-1, hier keine statistisch signifikante Relation
von PIIIP und eine Nachweisbarkeit von myokardialer ACTN-1-Desorganisation. D Keine

signifikante Relation von Serum-PIIIP-Konzentration und Nachweis von ACTN-2.
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3.6.2 Serumkonzentration der Prokollagene und Bestandteile der Extrazellularmatrix

3.6.2.1 Korrelation von Prokollagen-I-Propeptid mit der Extrazellularmatrix

Es konnte keine

signifikante

Korrelation fiir

PIP mit

den Bestandteilen der

Extrazellularmatrix festgestellt werden. Abbildung 33 zeigt die graphische Analyse.
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Abbildung 33: Korrelation der Prokollagen-I-Propeptid-Konzentration (PIP) im Serum mit
definierten Bestandteilen der EZM (Anteil in %) im Studienkollektiv. A, B, C, D, E, F keine

signifikante Korrelation.
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3.6.2.2 Korrelation von Prokollagen-III-Propeptid mit der Extrazellularmatrix

Nach Analyse der Daten konnte keine signifikante Korrelation von Prokollagen-III

Serumkonzentration mit Bestandteilen der Extrazellularmatrix gesehen werden. In Abbildung

34 finden sich die Ergebnisse.
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Abbildung 34: Korrelation der Prokollagen-IlI-Propeptid-Konzentration (PIIIP) im Serum
mit definierten Bestandteilen der EZM (Anteil in %) im Studienkollektiv. A, B, C, D, E, F Es
konnte keine signifikante Korrelation der Prokollagen-III Serumkonzentration mit den

immunhistochemisch quantifizierten Bestandteilen der Extrazellularmatrix gefunden werden.
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3.7 Relation und Korrelation der Kapillardichte mit unterschiedlichen

Messparametern

3.7.1 Korrelation von Kapillardichte und Biomarkern (NTproBNP)

Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation der Serumkonzentration von NTproBNP

mit der myokardialen Kapillardichte nachgewiesen werden, siche Abbildung 35.
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Abbildung 35: Korrelation der Kapillardichte (gemessen in n/mm’) mit der NTproBNP-

Serumkonzentration im Studienkollektiv. Hierbei konnte keine signifikante Korrelation
aufgezeigt werden (r=-0,2348, p=0,229).
3.7.2 Kapillardichte und Marker der myokardialen zelluléiren Desorganisation

Nach Analyse der Daten konnte keine signifikante Relation der Kapillardichte mit Zeichen

der zellulidren Degeneration gesehen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der Relation von Kapillardichte und histologischem

Nachweis zelluldrer Degeneration im Studienkollektiv. Weder fiir ACTN-1 (A) noch fiir

ACTN-2 (B) konnte eine signifikante Relation detektiert werden.
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3.7.3 Korrelation der Kapillardichte mit PIP und PIIIP im Serum

Auch fiir die Korrelation der Kapillardichte mit der Serumkonzentration der Prokollagene

konnte kein Signifikanzniveau erreicht werden. Abbildung 37 verdeutlicht die Analyse.
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Abbildung 37: Graphische Darstellung der Korrelation von Kapillardichte (Fdrbung mit
PECAM, Angabe in n/mm’) und der Serumkonzentration der Prokollagene PIP und PIIIP im
Studienkollektiv. A, B Es findet sich weder fiir PIP noch fiir PIIIP eine statistisch signifikante

Korrelation mit der Kapillardichte in der Studiengruppe.

3.8 In situ Hybridisierung

Um die Herkunft des im Serum nachgewiesenen BNP, respektive NTproBNP, prinzipiell zu

verifizieren, wurde die In situ Hybridisierung angewendet.

In dieser Studie wurden randomisiert sechs Myokardbiopsien auf eine Transkription von
BNP-mRNA untersucht. In allen Féllen gelang eine Darstellung der DIG-markierten Sonde in
der Durchlichtmikroskopie. Somit konnte mittels /n sifu Hybridisierung demonstriert werden,
dass in den (untersuchten) Myokardbiopsien BNP-mRNA transkribiert wurde. Dies erlaubt

den Riickschlu3, dass humorales BNP in diesem Gewebeproduziert worden ist.

In Abbildung 38 sind Bilder der Durchlichtmikroskopie des Studiengewebes nach

Durchfiihrung der In situ Hybridisierung dargestellt.
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Abbildung 38: Durchlichtmikroskopie des Gewebes nach Durchfiihrung der In situ
Hybridisierung. A Im Studiengewebe keine Markierung mit der Sense-Sonde. B Im
Studiengewebe Nachweis mit der DIG-markierten BNP-Messenger-Sonde, wodurch die BNP
Transkription im Zellkern der Myozyten des Studienkollektivs nach Bindung der Anti-Sense
Sonde an BNP-mRNA (Pfeil) dargestellt werden konnte.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Beziehung zwischen klinisch erfassbaren Parametern wie
dem Nachweis und der Quantifizierung des natriuretischen Peptides und den Indikatoren des
Kollagenstoffwechsels im Serum mit dem strukturellen Zustand des Myokards bei Patienten
mit valvuldrer Aortenstenose zu vergleichen. Die 31 Patienten des Studienkollektivs wiesen
bei erhaltener systolischer Herzfunktion, das heift normaler Ejektionsfraktion, eine klinische
Symptomatik gemdll NYHA-Klassifizierung auf und unterzogen sich bei Diagnose einer
hochgradigen valvuldren Aortenstenose deshalb einer operativen Korrektur des

Klappenfehlers.

Die Fragestellung der Struktur-Funktions-Relation ergab sich aus den Daten einer vorherigen
Studie, die im Max-Planck-Institut fiir Herz- und Lungenforschung, Bad Nauheim, im
Vorfeld der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde. In der Arbeit von Hein et al. wurde
postuliert, dass Patienten mit Aortenstenose zu einem Zeitpunkt operiert werden sollten, an
dem nur relativ wenige strukturelle Verinderungen des Myokards zu beobachten sind °. In
dieser vorausgehenden Studie wurde nur ein kleines Kollektiv von Patienten mit erhaltener
Ejektionsfraktion untersucht, die Mehrzahl der Patienten zeigte eine mittlere bis schwere
Herabsetzung der Ejektionsfraktion, eine Erhohung des LVEDP und Verdnderungen weiterer

kardialer Parameter.

Serumindikatoren wurden in der Arbeit von Hein et al. nicht untersucht. Es zeigte sich, dass
bei Patienten mit normaler Ejektionsfraktion, fiir die entsprechend den Leitlinien des
therapeutischen Vorgehens bei hochgradiger Aortenstenose eine Indikation zur Operation
bestand, bereits Schiaden im Myokard zu beobachten waren. Bis dato sind, neben der Arbeit
von Hein et al., nur sehr wenige Arbeiten mit Aussagen zur strukturellen Kompetenz des

Myokards bei Vorliegen einer Aortenstenose bekannt %77,

Die Untersuchung hinsichtlich eines moglichen Strukturdefizits bei erhaltener systolischer
Herzleistung sollte in der vorliegenden Arbeit an einem sorgfiltig ausgesuchten Patientengut

weiter durchgefiihrt werden.
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Die vorliegende Arbeit ergab folgende Resultate:

1. Der Fibrosegrad im Myokard war von 12 % bei Gesunden auf 21 % im untersuchten
Studienkollektiv signifikant erhoht. Die Kollagene I, III, und VI sowie die
Grundsubstanz Fibronektin waren ebenso signifikant vermehrt, wohingegen die
Kapillardichte reduziert war. Die Prokollagene PIP und PIIIP waren im Gewebe
ebenfalls signifikant gegeniiber der Kontrolle gesteigert. Neben den Verinderungen
des extrazelluliren Raumes wurden auch degenerative Erscheinungen in den
Myozyten registriert. Die Anordnung der Sarkomeren war teilweise gestort, und eine
Ansammlung von ACTN-1, die als Symptom fiir Degeneration angesehen wird, wurde

beobachtet.

2. Die immunhistochemische Untersuchung zeigte das Vorkommen des B-Typ

natriuretischen Peptids und bei einigen Patienten auch von ANP im Ventrikelgewebe.

3. BNP und NTproBNP Konzentrationen im Serum waren im Studienkollektiv

gegeniiber der Kontrolle erhoht.

4. PIP und PIIIP als Serummarker des Kollagenstoffwechsels waren im Studienkollektiv

gegeniiber der Referenz nicht vermehrt messbar.

5. Es fanden sich Korrelationen zwischen Serummarkern im Blut des Studienkollektivs

und morphologischen Verdnderungen.

4.1 Klinische Problemstellung

Die Aortenstenose ist das hiufigste Klappenvitium in der westlichen Welt *¢77.
Atiopathogenetisch sind Degeneration und Kalzifikation der Klappensegel zu nennen °. Eine
Klassifikation der Aortenstenose erfolgt gemil3 aktueller Leitlinien in drei Schweregrade,
wobei die Echokardiographie den Goldstandard in der Diagnostik darstellt (Evidenzklasse I)
%11 Hierbei gelingt eine morphologische Darstellung der Klappensegel und eine
Unterscheidung hinsichtlich der Klappenanlage in trikuspid, bikuspid oder funktionell
bikuspid.

Es werden neben der Klappenoffnungsfliche dopplersonographisch der Druckgradient liber
der Aortenklappe und die maximale Flussgeschwindigkeit gemessen.
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Dariiber hinaus konnen echokardiographisch neben der myokardialen Pumpleistung und
Auswurffraktion weitere deskriptive Parameter der Herzfunktion sowie diverse Herzdiameter

beschrieben werden.

Neben der Echokardiographie kann die invasive Linksherzdiagnostik mit linksventrikulédrer
Angiographie und Bestimmung des Riickzugsgradienten iiber der Aortenklappe beziiglich der
Schwere des Vitiums hinweisend sein. Eine invasive Diagnostik mit dem Ziel der
Gewebegewinnung im Sinne einer Biopsie zur routinemifigen Strukturanalyse ist jedoch

nicht vorgesehen.

Die Folge der Aortenstenose ist eine kontinuierliche Erhohung der kardialen Nachlast des
linken Ventrikels mit konsekutiven strukturellen Umbauprozessen aufgrund der chronischen
Druckbelastung. Kommt es nicht zur Entlastung, entwickelt sich im weiteren Verlauf der
Krankheit auf dem Boden einer schwergradigen Aortenstenose eine manifeste
Herzinsuffizienz. Unterschiedliche Kompensationsmechanismen, wie zum Beispiel die
Hypertrophie, stellen hdufig eine iiber viele Jahre hinweg bestehende klinische
Symptomfreiheit sicher, so dass Aortenstenosen oftmals erst ab einem mittelschweren Grad

klinisch auffillig werden 2.

Ist die Diagnose einer Aortenklappenstenose gesichert, findet ein leitliniengerechtes
Therapieregime Anwendung, wobei diese Leitlinien von Seiten der internationalen und

nationalen Fachgesellschaften vorgegeben sind '>'"7%.

Die Indikation zur operativen Korrektur einer valvulidren Aortenstenose wird interdisziplinér
gestellt. Kardiologen und Kardiochirurgen evaluieren im Regelfall die individuellen Befunde
und entscheiden kooperativ und im Einvernehmen mit dem Patienten iiber das am besten

geeignete Therapieverfahren gemaf der giiltigen Leitlinien.

Diese Leitlinien geben fiir die valvulidre Aortenstenose konkret vor, die Indikation zur
Operation zu stellen, wenn die Patienten einen klinischen Leidensdruck erfahren
(Evidenzklasse I). Weiterhin besteht die Empfehlung zur Operation, wenn spezifische
diagnostische Parameter das Vorliegen einer schwergradigen Aortenstenose mit erhaltener
Ejektionsfraktion (Evidenzklasse II) oder mit Verminderung der Ejektionsfraktion
(Evidenzklasse I) beweisen. Diagnostikum der ersten Wabhl ist hierfiir die Echokardiographie.
Eine weitere Indikation fiir den operativen Ersatz der erkrankten Aortenklappe ist das
Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit im Sinne eines sinnvollen Kombinationseingriffe

(Evidenzklasse I) "',
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4.2 Strukturdefizit des Myokards bei Aortenstenose und erhaltener

systolischer Herzleistung

Im Studienkollektiv ~ dieser Arbeit konnte bei 31 Patienten eine mittlere
Klappenoffnungsfliche von 0,65+0,18 cm” und ein mittlerer Druckgradient von 60+14 mmHg
gemessen werden, womit per definitionem in allen Fiéllen von einer hochgradigen
Aortenstenose ausgegangen werden konnte. Gleichzeitig ermoglichte die Echokardiographie
eine Aussage iliber die myokardiale Pumpleistung anhand der Messung der Ejektionsfraktion.
Im Studienkollektiv konnte bei Vorliegen einer mittleren linksventrikuldren Pumpfunktion

von 61+10 % eine erhaltenen Pumpfunktion zugrunde gelegt werden.

Fiir das Patientenkollektiv in dieser Arbeit wurde gemél den oben beschriebenen Leitlinien
die Indikation zur Operation gestellt, wobei die Patienten zum Zeitpunkt der Operation iiber
eine erhaltene systolische Herzfunktion verfiigten. Es war moglich, intraoperativ
Gewebeproben dieser Patienten zu erhalten, diese aufzuarbeiten und zu analysieren.
Weiterfiihrend konnten Serumanalysen géngiger Biomarker wie ANP und BNP erhoben
werden, sowie spezifische Blutuntersuchungen beziiglich des Kollagenstoffwechsels

durchgefiihrt wurden. Dabei wurden die im folgenden Text beschriebenen Befunde erhoben.

4.2.1 Myokardiale Fibrose

Die Extrazellularmatrix setzt sich aus verschiedenen Bestandteilen zusammen. Der Terminus
der ,,myokardialen Fibrose* beschreibt einen relativen Mehrgehalt der Extrazellularmatrix im
Vergleich zum gesunden Gewebe. Der physiologische Gehalt der fibrilldren Faserproteine im
humanen Myokard wird fiir Kollagen I mit circa 2 % angegeben, fiir Kollagen III liegt dieser
Wert bei circa 8 %. Diese Werte konnten in den Messungen unserer Kontrollgeweben
bestitigt werden. Auch fiir das nicht-fibrilldre Kollagen VI konnte ein durchschnittlicher Wert
von 14 % in unseren Kontrollgeweben qualifiziert werden. Der Gehalt an extrazellularer

37981 Dieses

Grundsubstanz Fibronektin liegt in gesundem Herzmuskel bei circa 12 %
Ergebnis konnte ebenfalls in der Kontrolle verifiziert werden. Fiir alle vier oben genannten
Bestandteile der Extrazellularmatrix konnten in unseren Untersuchungen signifikant hohere
Messwerte gegeniiber der Kontrolle festgestellt werden. Die Diagnose einer myokardialen
Fibrose wird dariiber hinaus noch durch Nachweis einer signifikant geringeren Anzahl an
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KapillargefiBen versus Kontrolle sowie durch einen signifikant erhohten Nachweis der

Prokollagen-Propeptide im Gewebe der Studienpopulation gefestigt.

Weber et al. beschrieben im Tiermodell einen Anstieg der Kollagenfraktion unter
Druckbelastung *. Ahnliches skizzierten Lopez et al. und beobachteten auBerdem einen
deutlichen Anstieg des Kollagens im humanen Myokard bei chronischer Druckbelastung .
Einen erheblichen Anstieg des totalen Kollagens unter chronischer Druckbelastung des
menschlichen Herzens konnte auch die Arbeitsgruppe um Brilla belegen ®. In friiheren
Studien gemessene Werte fiir den Anteil der Extrazellularmatrix, gemessen anhand von
Fibronektin im Myokard, konnten in unserer Studie aus dem Max-Planck-Institut Bad
Nauheim bestiitigt werden °. Einen Anstieg des Kollagen I iiber die Werte des Kollagen III,

% ergeben

wie von Truter et al. bei Patienten mit Aortenklappeninsuffizienz beschrieben
unsere Daten jedoch nicht. In unseren Untersuchungen bleibt Kollagen III stets die groBere

Fraktion in der Extrazellularmatrix.

Es bleibt zu diskutieren, aus welchem Grund sich die Fibrose tatsdchlich einstellt. Eine
zunehmende Fibrosierung des Myokards kann in zwei verschiedenen Arten verlaufen: Erstens
als reaktive, meist perivaskuldre Fibrose und zweitens als interstitielle Ersatzfibrose. Eine
Ersatzfibrose entsteht, wenn parenchymatdse Zellen zugrunde gehen und durch Bindegewebe
ersetzt werden. Eine Vielzahl von pathologischen Triggern und Ursachen konnen zu beiden
Typen von Fibrose fiihren, darunter Ischimie, Entziindung, Kardiomyopathie sowie die

chronische Druckbelastung, welche bei Bestehen einer Aortenstenose auftritt *>**'.

Es liegt nahe anzunehmen, dass der Verlust von nur einigen kontraktilen Zellen wenig Fibrose
nach sich zieht und dass diese dann ohne Einfluss auf die Funktion des Gewebes bleibt. Im
Gegensatz zu einer akuten Entziindung oder einer akuten Ischidmie, bei der viele
parenchymatdse Zellen zum gleichen Zeitpunkt zugrunde gehen, gehen bei einem
chronischen Geschehen zu jedem Zeitpunkt nur einige Myozyten unter. Es handelt sich
vielmehr um einen kumulativen Effekt, das heifit im Laufe der Zeit entsteht quantitativ
zunehmend Bindegewebe. Dieses ,,ersatz-fibrotische® Gewebe beteiligt sich naturgemal nicht
an der Kontraktion, so dass diese Form der Erkrankung zur Ausbildung einer Fibrose fiihrt

und schlieBlich im weiteren Verlauf in eine Insuffizienz miindet ****’,

In frilheren Arbeiten wurde dieser Zustand, hervorgerufen durch eine Vielzahl kardialer
Erkrankungen, mit dem Begriff ,,Remodulierung® oder Englisch ,,Remodeling* beschrieben.

Neben einem Verlust an Kontraktilitit und damit der systolischen Pumpleistung fiihrt die
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Fibrose auch wesentlich zur Entstehung einer diastolischen Funktionsstérung, also zu einem

Nachlall der Compliance.

Compliance beschreibt die diastolische Funktion, also das Mal} der Dehnbarkeit, gemessen
am intrakavitiren Druck in Relation zur Fiillung. Kommt es in der Folge einer
Herzerkrankung, zum Beispiel der Aortenstenose, zu einer Verminderung der Compliance,

fiihrt dies zu einer Kombination aus diastolischer und systolischer Funktionsstérung.

Es bleibt festzustellen, dass die Patienten in dieser Studie zum Zeitpunkt des korrektiven
Klappenersatzes bei hochgradiger Aortenstenose eine myokardiale Fibrose zeigten. Diese
Fibrose war signifikant versus der Kontrolle vermehrt und entstand am ehesten auf Grund der

chronischen Druckbelastung.

4.2.2 Sarkomerische Desorganisation

Die systolische Funktion des Herzens ist in erster Linie abhingig von einer addquaten
Kontraktilitit der Myozyten. Hierfiir ist die Integritit und Funktion des Sarkomers von

entscheidender Bedeutung.

Marker hierfiir konnen prinzipiell alle Strukturproteine des Sarkomers sein, wie Alpha-
Aktinin, Aktin, Myosin, Titin oder die verschiedenen Troponine. In friiheren Studien
demonstrierte sich ACTN als valider Parameter mit guter Aussagekraft >*>*. Daher eignet
sich der Nachweis von desorganisiertem ACTN-2 besonders gut als Marker eines

sarkomerischen Schadens.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass in Kardiomyozyten von Patienten mit erhaltener
Herzfunktion und klinischer Kompensation bereits derartige Zeichen von sarkomerischer
Desorganisation auftreten. Diese Verdnderungen tragen sicherlich zu einem Verlust an
Kontraktilitit der Myozyten bei. Voraussetzung hierfiir ist, dass geniigend Sarkomere in
ausreichend vielen Kardiomyozyten betroffen sind. Es handelt sich also, wie bei der Fibrose,

um ein quantitatives Problem.

Unsere Untersuchungen ergaben, dass ACTN-2 Verédnderungen in Kardiomyozyten von
Patienten des Studienkollektivs irregulidr nachweisbar war, wobei intrazellulir ACTN-2

positive Konglomerate bei beschidigter sarkomerischer Struktur erkennbar waren.
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ACTN-1, die nicht-sarkomerische Isoform des Alpha-Aktinin, ist ein Glattmuskelzellprotein
und somit unter anderem nachweisbar in Endothel- und Glattmuskelzellen. Die
immunhistochemische Féarbung gelingt mit dem anti-mouse Antikorper Clon BM 75.2. In

gesunden Kardiomyozyten ist ACTN-1 nur in Gefillen detektierbar.

In friiheren Arbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass ACTN-1 in Herzmuskelzellen
dann nachweisbar ist, wenn gleichzeitig eine sarkomerischen Desorganisation des
Kardiomyozyten vorliegt °**. Der Nachweis wurde aber bisher ausschlieBlich an Patienten mit
erheblicher Einschrinkung der myokardialen Funktion bis hin zur kardiopulmonalen

Dekompensation gefiihrt.

Unsere Untersuchungen an myokardialem Gewebe des Studienkollektivs beziiglich ACTN-1
ergaben, dass das Vorliegen einer chronischen Druckbelastung auch ohne Zeichen einer
reduzierten Pumpfunktion zum Nachweis von ACTN-1 als Marker sarkomerischen Schadens

fiihrt.

Der Nachweis dieser stellvertretenden Marker der sarkomerischen Desorganisation bei
Patienten mit erhaltener Herzfunktion belegt klar, dass der sarkomerische Schaden bereits
gesetzt ist. Offenbar ist er jedoch noch kompensiert, denn keiner der Studienpatienten litt
unter einer reduzierten Herzleistung. Als Grund fiir diesen Zustand kann vermutet werden,
dass nur ein geringer Anteil der Sarkomere betroffen war, weshalb sich eine
Herzkraftminderung lediglich subklinisch manifestierte. Es bleibt deshalb zu eruieren, bis zu
welchem Grad die Sarkomerenstruktur bei wie vielen Kardiomyozyten geschéadigt sein muf3,

um ein funktionelles Defizit hervor zu rufen.

Auch die Frage der Reversibilitit dieser Veridnderungen wurde noch nicht endgiiltig
beantwortet. Grund hierfir kann die begrenzte Verfiigbarkeit von humanem
Herzmuskelgewebe sein. Die bisher einzige Arbeit mit histologischen Folgeuntersuchungen
wurde von der Arbeitsgruppe um Krayenbuehl publiziert. Krayenbuehl et al. konnten
demonstrieren, dass die Verdnderungen der Extrazellularmatrix und die kardiomyozytére
Hypertrophie auch nach einem Zeitraum von circa sechs Jahren nach Klappenersatz nicht

vollstindig reversibel waren .

Inwiefern der sarkomerische Schaden morphologisch reversibel ist, bleibt in der vorliegenden
Arbeit offen. Weitere Studien mit klinischen Nachuntersuchungen und erneuter

Biopsieentnahme zur Verifizierung des histologischen Zustandes nach Klappenersatz sollten,
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insbesondere bei einem Patientengut mit erhaltener systolischer Herzfunktion, durchgefiihrt

werden, um diese zentrale Frage zu kliren.

Eine essentielle Feststellung der vorliegenden Arbeit ist, dass bereits bei Patienten mit
erhaltener systolischer Pumpfunktion, zusitzlich zur verstidrkten Fibrose, ein Schaden der

Myokardstruktur vorliegt.

4.3 Rolle der natriuretischen Biomarker BNP und ANP bei Vorliegen

einer Aortenstenose

Biomarker, insbesondere die B-Typ natriuretischen Peptide, nehmen einen wichtigen Platz in
der Diagnostik kardiovaskulédrer Erkrankungen ein. Die Bestimmung dieser Marker im Serum
der Patienten ist ein anerkanntes Verfahren, um myokardialen Stress verschiedenster
Pathogenese widerzuspiegeln. Besonders im Kontext der Diagnostik der Herzinsuffizienz, der
koronaren Herzerkrankung und dem akuten Koronarsyndrom hat sich BNP etabliert ***"*,
Die Messung der Konzentration der B-Typ natriuretischen Peptide im Serum ist eine valide
Methode, um im Rahmen einer akuten Versorgung eines Patienten mit unklarer Dyspnoe eine
Hilfestellung in der Differentialdiagnose im Sinne einer kardialen oder extrakardialen
Ursache zu erhalten ®*°. Der Nutzen der Anwendung von Biomarkern in Diagnostik und
Therapiekontrolle der Herzinsuffizienz wurde in verschiedenen wissenschaftlichen Arbeiten

91,92

belegt und wird in den Leitlinien der Europédischen Gesellschaft fiir Kardiologie (ESC)
beriicksichtigt . Die Anwendung der Biomarker bei Patienten mit Klappenerkrankungen, im
Speziellen der Aortenstenose, war bereits Gegenstand einiger Studien. Die Plasmaspiegel der
B-Typ natriuretischen Peptide sind bei Vorliegen einer Aortenstenose erhoht >'~** Hierbei
korreliert die Hohe der Plasmaspiegel der B-Typ natriuretischen Peptide mit der klinischen
Symptomatik ***. Weber et al. konnten zeigen, dass die humorale NTproBNP Konzentration

im Serum bei Aortenstenose nicht nur erhoht war, sondern auch mit der Schwere der

Aortenstenose korrelierte **.

Studien zum Zusammenhang von Klinik und Schweregrad einer Aortenstenose mit
Serumspiegeln der B-Typ natriuretischen Peptide sind demnach bekannt. Untersuchungen zur
Korrelation zwischen B-Typ natriuretischen Peptiden und strukturell-histologischen
Erhebungen waren bisher noch nicht beschrieben. Diese Fragestellung sollte in dieser Arbeit

besonders betrachtet werden.
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In dieser Arbeit konnte veranschaulicht werden, dass die Serumkonzentration der B-Typ
natriuretischen Peptide (BNP und NTproBNP) im Studienkollektiv erhoht war. Von einer

manifesten kardialen Belastung im Studienkollektiv war daher sicher auszugehen.

Weiterhin war NTproBNP in der Lage, strukturelle Schiden der Sarkomere, hervorgerufen
durch die chronische Druckbelastung auf dem Boden einer Aortenstenose, zu reflektieren. Es
konnte eine signifikante Relation von positivem ACTN-1 Nachweis und Hohe der
Serumkonzentration von NTproBNP belegt werden. Fiir die Relation beziiglich Detektion von
desorganisiertem ACTN-2 und erhohter NTproBNP Serumkonzentration konnte kein

statistisches Signifikanzniveau dokumentiert werden.

Wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang der im gesamten Studienkollektiv
pathologisch erhohten NTproBNP Serumkonzentration mit der immunhistochemisch
nachgewiesenen Myokardfibrose verifizieren. Warum kein Zusammenhang aufzeigbar war,
obwohl prinzipiell zu vereinbaren, ist unklar. Eine Vermutung ist, dass die vorhandene
Myokardfibrose, wie sie zum Zeitpunkt der kompensierten Herzfunktion auftritt, noch keinen
erheblichen, beziehungsweise klinischen Einfluss auf die Kontraktilitit des Myokards hat.
Diese Hypothese steht jedoch im Widerspruch zur isoliert deutlich erhohten NTproBNP
Serumkonzentration. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die verhdltnisméBig geringe Zahl der

untersuchten Patienten keine endgiiltige Aussage in Bezug auf diese Korrelation zuldft.

Das Atriale-natriuretische Peptid wird in verschiedenen Arbeiten als potentiell niitzlicher
Serummarker fiir eine Herzinsuffizienz angesehen **. Der immunhistochemische Nachweis
von ANP ist im insuffizienten Ventrikel beschrieben, wéihrend im gesunden Ventrikelgewebe

ANP nicht vorkam ¥.

Obwohl keine laborchemischen Messungen des ANP beziehungsweise des NTproANP
durchgefiihrt wurde, also auch keine Korrelationen mit strukturellen Verdnderungen am
Myokard erhoben wurde, konnten wir ANP durch immunhistochemische Farbemethoden im
Ventrikelmyokard von fiinf Patienten des Studienkollektivs nachweisen. Diese Feststellung
sollte durch weiterfiihrende Untersuchungen kontrolliert werden und die Aussagekraft in dem
speziellen Kontext eines Patientengutes mit erhaltener Herzfunktion untersucht werden.

Hierbei lohnt womdglich im Speziellen der Nachweis der NTproANP Serumkonzentration.
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Die Frage, ob klassische kardiale Biomarker wie BNP (respektive NTproBNP) Aussagekraft
iber den strukturellen Zustand des Myokard bei schwerer Aortenstenose und erhaltener
linksventrikuldrer Herzfunktion haben, kann in dieser Arbeit nicht eindeutig beantwortet
werden. Im Zusammenschluss der Ergebnisse und in Betrachtung der Literatur unterstiitzen
unsere Daten die Uberlegungen, B-Typ natriuretische Peptide speziell in der Stratifizierung
der Patienten mit Aortenstenose als Biomarker zu nutzen, um hier zur Evaluation des
optimalen Operationszeitpunktes beizutragen. Es sollten unbedingt weiterfiihrende und

umfangreichere Studien folgen, um diesen Sachverhalt klarer auszuarbeiten.

44 Prokollagene als Serummarker des Strukturdefizits bei erhaltener

systolischer Herzfunktion

Die Synthese von Kollagen vollzieht sich iiber die Vorstufe des Prokollagens. Im
Prokollagenstoffwechsel werden bei extrazellulirer Ablagerung der Vorlduferkollagene
terminale Propeptide in #quimolarer Menge abgespalten. Die Prokollagen-Propeptide
zirkulieren im Blut und konnen hier nachgewiesen werden. Es wurde das N-terminale-
Propeptid des Typ III Prokollagen (PIIIP) und das aminoterminale Propeptid des Typ I
Prokollagen (PIP) als Marker fiir Synthese der Kollagene I beziehungsweise III untersucht.

Das I-carboxyterminale Telopeptid (ICTP) ist ein Abbauprodukt des Kollagen und kann
gleichfalls im Serum bestimmt werden. Es kann also als Marker des Abbaus von Kollagen

gesehen werden.

Der Einsatz von Serummarkern des Kollagenumbaus ist bei Patienten mit den
verschiedensten Erkrankungen bekannt. So ist das Prokollagen-1II-Propeptid in der

37-39

Verlaufsdiagnostik ~ von  Lebererkrankungen  etabliert Messungen  der

Stoffwechselprodukte des Kollagen 1 werden unter anderem im Verlauf von

Knochenstoffwechselerkrankungen zur Therapiekontrolle angewendet ***,

Prokollagen-Propeptide finden jedoch auch in der Diagnostik von Herzerkrankungen
Verwendung. Im Vergleich beider Prokollagene scheint PIIIP in der Diagnostik struktureller
Herzerkrankungen {iber eine stirkere Aussagekraft gegeniiber PIP zu verfiigen. Erhohte PIITP
Serumspiegel spiegeln eine vermehrte Kollagen III Synthese wider und haben einen

unabhédngigen pradikativen Wert fiir das Outcome von Patienten mit chronischer
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4

Herzinsuffizienz *°. Biolo et al. konnten dariiber hinaus zeigen, dass erhohte PIIIP

Serumspiegel bei Vorliegen einer Herzinsuffizienz mit erhohten kardialen Fiillungsdriicken

assoziiert waren *.

Diez et al. postulierten bereits 1997, dass die Messung der
Serumkonzentration der Prokollagene I und III eine Methode des Monitorings des kardialen
Kollagenstoffwechsels und somit einer potentiellen Myokardfibrose sein kann *'. Klappacher
et al. konnten demonstrieren, dass bei Patienten mit Kardiomyopathie die Serumkonzentration

des PIIIP mit der myokardialen Fibrose korreliert .

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit gegeniiber der Referenz keine erhohten
Serumkonzentrationen beider in dieser Studie untersuchten Prokollagene (PIP und PIIIP)
feststellen. In der direkten Korrelation der PIP und PIIIP Serumkonzentration konnte keine
signifikante Korrelation beobachtet werden. Die Serumspiegel von PIP und PIIIP scheinen
daher zum Zeitpunkt einer kompensierten Herzfunktion bei Aortenstenose isoliert keinen
direkten Hinweis auf den verstdrkten myokardialen Kollagenstoffwechsel zu geben, obwohl
wir fiir alle Extrazellularmatrixparameter eine signifikante Erhohung im Gewebe messen
konnten. Der Nachweis der Prokollagene im Gewebe scheint also in diesem Kontext

empfindlicher zu sein.

Obwohl keine isolierte Erhdhung der Prokollagene PIP und PIIIP im Serum der Patienten
aufgezeigt werden konnte, wurde trotzdem eine signifikante Korrelation zwischen den
Serumkonzentrationen fiir PIIIP und NTproBNP nachgewiesen. Fiir PIP im Serum und

NTproBNP im Serum konnte keine Korrelation festgestellt werden.

Weder die PIITP-Konzentration, noch die PIP-Konzentration im Serum korrelierte positiv mit
dem Nachweis von ACTN-1 im Myokard und dem Nachweis von strukturdefizientem ACTN-
2.

Bei signifikanter Korrelation von  PIHIP-Serumkonzentration und NTproBNP-
Serumkonzentration ist PIIIP ein womdglich kardioselektiveren Marker gegeniiber PIP

darstellt, obwohl PIIIP isoliert nicht erhGht war.

Es bleibt in diesem Kontext jedoch zu bemerken, daBl fiir die gestorte diastolische, aber
erhaltene systolische Herzfunktion die Prokollagene als potente Surrogatmarker einer
Myokardfibrose nicht geeignet zu sein scheinen. Dabei ist zu bedenken, dass im Vergleich
zum Kollagengehalt des gesamten Organismus der Anteil an kardialem Kollagen relativ

gering ist.
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Verdnderungen an diesem Pool werden vermutlich durch den Anteil des nicht-kardialen
Kollagens nicht zur Geltung gebracht. Es bleibt zu untersuchen, ob die Serumkonzentrationen
der Prokollagene bei Patienten mit hochgradiger Aortenstenose und reduzierter Herzfunktion
erhoht sind. Moglicherweise ist die diagnostische Potenz dieser besonderen Biomarker dort
starker. Es sollten sich in diesem Zusammenhang weiterfiihrende klinische Studien

anschliefen.

4.5 Diskussionsbeitrag zum Operationszeitpunkt der Aortenstenose

Die valvuldre Aortenstenose ist die hdufigste Klappenerkrankung in der westlichen Welt und

7

kann operativ-therapeutisch gut behandelt werden "”’. Auf Grund des demographischen
Wandels in der (westlichen) Gesellschaft wird die Anzahl der Patienten mit Diagnose einer
interventionspflichtigen Aortenstenose in Zukunft weiter steigen. Daher ist es jetzt und in
Zukunft von grofler Bedeutung, den betroffenen Patienten aussagekriftige Diagnostik und
rechtzeitige Therapie zukommen zu lassen. Der Goldstandard der Diagnostik stellt, wie
bereits erwihnt, die Echokardiographie dar. Der Goldstandard in der Therapie der valvuldren
Aortenstenose ist der operative Klappenersatz, wenn dieser unter den gegebenen

Voraussetzungen moglich ist ',

Die valvulidre Aortenstenose resultiert unbehandelt in einem kardialen Remodeling mit
sekundédrer Ausbildung einer Herzinsuffizienz. Deshalb ist es das Ziel der Therapie von
Herzerkrankungen mit begleitender Fibrosierung, wie der Aortenstenose, diese pathologische
Verdnderung aufzuhalten und im giinstigsten Fall im Sinne eines ,,Re-Remodeling*

umzukehren **.

In fritheren Arbeiten ist das Phidnomen einer myokardialen Fibrose bei Patienten mit
Aortenstenose beschrieben worden *%. Die Fibrose scheint in diesem Zusammenhang im
Sinne einer ,Ersatzfibrose* bei Verlust an kontraktilen Zellen aufgrund der anhaltenden
Druckbelastung zu entstehen. Unsere Ergebnisse bestitigen diese Erkenntnisse durch
Nachweis einer signifikanten Fibrosierung und einem Verlust an funktionstiichtigem
kontraktilen Apparat durch Nachweis von strukturaberrantem ACTN-2 und der Detektion des
Glattmuskelzell-ACTN-1 im Myokard der Studienpatienten.
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Studien verschiedener Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass das klinische Resultat konservativ
therapierter Patienten im Vergleich zu operativ therapierten Patienten signifikant ungiinstiger
ist, da sich im Verlauf dieser Erkrankung iiber die Zeit eine chronische Herzinsuffizienz

94

einstellt . Auch die Prdsenz einer manifesten Hypertrophie und einer ventrikuldren

Funktionsstérung zum Operationszeitpunkt gehen mit einer ungiinstigeren Uberlebensrate

101

postoperativ einher . Der Ersatz der erkrankten Herzklappe hingegen bedingt eine

Verbesserung der, insbesondere in der frithren Krankheitsphase, fiihrenden diastolischen

102,103

Dysfunktion . Aus diesen Erkenntnissen sollten sich neue operative Ansdtze und

Uberlegungen beziiglich der Entlastung des druckbelasteten linken Ventrikels entwickeln.

In jlingster Zeit wurden neben dem klassischen offenen operativen Klappenersatz eine Reihe
alternativer Verfahren entwickelt. Hierzu zdhlen die perkutanen und die transapikalen
Klappenersatzverfahren, die bisher auf Grund des sicheren und etablierten klassischen

Operationsverfahrens lediglich einer kleinen Anzahl von Risikopatienten vorbehalten sind.

Im weiteren sind hidmodynamisch giinstigere und insbesondere langlebigere
Klappenprothesen auf dem Markt verfiigbar, die die Rate von friihzeitigen Reoperationen bei
Prothesenversagen oder Rekalzifikation verringern konnen °. Die Anwendung verbesserter
Prothesen und risikoreduzierter Verfahren zum Ersatz der stenosierten Aortenklappe konnen
in diesem Zusammenhang weitere Argumente fiir eine frithzeitigere Operation sein. In
Anbetracht der Entwicklung einer linksventrikuldren Dysfunktion in der Folge der

chronischen Druckbelastung empfehlen Otto et al. eine friihzeitigere Intervention '™,

Obwohl die Leitlinien zur Operationsindikation griindlich ausgearbeitet worden und
allgemein anerkannt sind '*'", wird der optimale Zeitpunkt der Intervention weiterhin

kontrovers diskutiert >

. Hein et al., die als Erste eine Struktur-Funktion-Korrelation bei
Patienten mit Aortenstenose untersucht haben, konnten belegen, dass der Verlust an
sarkomerischer Integritit und die kardiale Fibrose bei chronisch druckbelasteten Herzen zu
einem Funktionsverlust fiihren, der bei Patienten mit ungiinstiger Ausgangssituation

funktionell nicht vollstéindig reversibel ist °.

Der Fortschritt auf dem Gebiet der Klappenchirurgie und die Resultate der Arbeiten von
Krayenbuehl et al. und Hein et al., sowie die Befunde der hier vorliegenden Arbeit, die den
Eintritt myokardialer struktureller Schidigung bei erhaltener systolischer Herzfunktion zeigen
konnten, geben Anlass dazu, den optimalen Zeitpunkt fiir den operativen Klappenersatz zur

Diskussion zu stellen.
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Mit der vorliegenden Arbeit konnten wir Erkenntnisse gewinnen, die dieser aktuell
kontroversen Diskussion weiterfiihrende Hinweise {iber den morphologischen Zustand des
Herzmuskels bei Zustand nach chronischer Druckbelastung bei valvulédrer Aortenstenose und

erhaltener Herzfunktion liefern.

Als FEinschrinkung dieser Arbeit ist sicher die geringe Anzahl an Patienten im
Studienkollektiv anzusehen, weshalb sich weiterfilhrende Studien zu diesem Thema mit
groBerer Studienpopulation, mdoglicherweise mit histologischen Folgeuntersuchungen,

anschlieflen sollten.
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S  Zusammenfassung

Die valvulidre Aortenstenose ist die hdufigste erworbene Klappenerkrankung in der westlichen
Welt. Als Folge der Stenosierung der linksventrikulidren Ausflussbahn entwickelt sich durch
die chronische Druckbelastung des Herzens eine pathologische kardiale Hypertrophie und
eine Herzinsuffizienz. Im Verlauf dieser Entwicklung findet ein kardiales Remodeling mit

strukturellen Veridnderungen der Herzmuskelzellen und Fibrose statt.

Die Korrektur dieses Herzklappenfehlers erfolgt bei den meisten Patienten mittels eines
standardisierten herzchirurgischen Eingriffs. Friihere Arbeiten konnten jedoch zeigen, dass
die myokardialen strukturellen Verdnderungen auch nach Ersatz der erkrankten Herzklappe
nicht vollstindig reversibel sind. Allerdings waren Untersuchungen an Patienten mit
erhaltener systolischer Herzfunktion bei Aortenstenose in dieser Form noch nicht Gegenstand

der Forschung.

Aus diesem Grund war das Ziel der vorliegenden Studie zweigliedrig: Erstens sollten
myokardiale Strukturen bei Patienten mit schwergradiger Aortenstenose aber erhaltener
Ejektionsfraktion untersucht werden, zweitens sollten diese strukturellen Veridnderungen im

Gewebe mit Biomarkern der diagnostischen Routine korreliert werden.

Mittels immunhistochemischer Methoden konnte die spezifische Zusammensetzung der
myokardialen Extrazellularmatrix quantifiziert werden. Der gefundene Grad der Fibrose des
Herzmuskels war signifikant erhoht. Der myokardiale interstitielle Raum im Gewebe der
Studiengruppe war signifikant gegeniiber der Kontrolle vergroBert (21,9 % versus 12,74 %
Kontrolle). Spezifische Messungen ergaben signifikant erhohte Werte fiir Kollagen I (8,51 %
versus 1,98% Kontrolle), Kollagen III (16,67 % versus 7,62 % Kontrolle) und fiir Kollagen
VI (26,61 % versus 14,6 % Kontrolle). Kollagenstoffwechselprodukte, wie Prokollagen-I-
Propeptid (18,71 % versus 8,58 % Kontrolle) und Prokollagen-III-Propeptid (16,1 % versus

9,48 % Kontrolle) waren ebenfalls signifikant verstdrkt nachweisbar.

Zur Darstellung von strukturellen Veridnderungen der Myozyten wurden mit zwei
verschiedenen Alpha-Aktinin-Antikorpern spezifisch angefdrbt. Das im glatten Muskel
vorkommende ACTN-1 (BM 75.2) wurde in Biopsien von zehn Patienten in Form von
klusterartigen Ansammlungen nachgewiesen. Desorganisation der sarkomerischen Struktur
der Myozyten anhand des Nachweises von dysmorphem ACTN-2 (EA 53.3) gelang bei 25

Patienten.
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Wir konnten pridoperativ eine Erhohung der Serumkonzentration der B-Typ natriuretischen
Peptide nachweisen. Immunhistochemisch gelang der Nachweis von BNP bei 16 Patienten,
der ventrikuldare ANP-Nachweis in fiinf Féllen. Eine signifikante Korrelation konnte zwischen
erhohten NTproBNP Serumwerten und dem Nachweis von ACTN-1, nicht aber fiir ACTN-2
gezeigt werden. Erhohte NTproBNP Konzentration korrelierten nicht mit einem positiven
zytoplasmatischen BNP-Nachweis im Gewebe. Eine Korrelation zwischen NTproBNP im
Serum und der Extrazellularmatrix blieb aus, womoglich begriindet durch die geringe Anzahl

an Studienpatienten (n=31).

Die Prokollagen-I- und III-Propeptide im Serum waren gegeniiber der Referenz nicht erhoht.
Eine Korrelation von PIP und PHIP im Serum mit der Extrazellularmatrix war nicht
feststellbar. Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen PIIIP und NTproBNP
Serumkonzentration gezeigt werden, wohingegen eine Signifikanz fiir PIP versus NTproBNP

im Serum fehlte.

Diese Ergebnissen unterstiitzen den Einsatz der B-Typ natriuretischen Peptide bei
Aortenklappenerkrankungen, wobei weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet an einem

groBeren Patientenkollektiv folgen sollten.

Der operative Aortenklappenersatz ist ein sicheres und gut etabliertes Verfahren zur
Behandlung einer valvuldren Aortenstenose. Hierbei ist der Zeitpunkt zu Intervention durch
Leitlinien der medizinischen Fachgesellschaften weitgehend vorgegeben. Die Daten der
vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass bereits im Zustand der erhaltenen Herzfunktion
strukturelle Verdnderungen bestehen. Weiterfiihrende und umfangreiche Untersuchungen auf

diesem Gebiet sollten folgen.

74



Summary

6  Summary

Aortic valve stenosis is the most common acquired valvular heart disease in the Western
world. The stenosis causes chronic pressure overload of the left ventricle, which leads to
cardiac hypertrophy and heart failure. During the development of pathological cardiac
hypertrophy cardiac ,,remodeling* occurs including alterations of the extracellular matrix

resulting in fibrosis and in structural deterioration of the myocytes.

Correction of the valvular defect by open-heart-surgery is commonly and successfully
performed in most patients. However, several studies in patients with with severely reduced
function preoperatively have shown that the symptoms of structural impairment of the left
ventricle tissue do not completely disappear after valve replacement. Investigations in patients

with aortic stenosis and preserved cardiac function have not been carried out yet.

Therefore, the aim of the study was twofold: 1. To study the myocardial structure in patients
with severe aortic stenosis and preserved ejection fraction and 2. To orrelate the structural
alterations of the interstitium and the myocytes with biomarkers commonly used in clinical

diagnostic routine.

Using immunohistochemical procedures we recorded and quantified the specific composition
of the myocardial extracellular matrix and found myocardial fibrosis. The interstitial space
indicated by fibronectin staining was significantly increased as compared to control (21.9 %
vs. 12.74 %). Measurements also showed significantly increased levels of collagen I (8.51 %
vs. 1.98 % control), collagen III (16.67 % vs. 7.62 % control) and collagen VI (26.62 % vs.
14.6 % control). Indicators of collagen metabolism such as procollagen-propeptide I (18.71 %
vs. 8.58 % control) and procollagen-propeptide III (16.1 % vs. 9.48 % control) were increased

as well.

For myocyte deterioration, we used staining with 2 different alpha-actinin antibodies, EA 53.3
for the cardiac specific alpha-actinin 2 (ACTN-2) and BM 75.2 for smooth muscle cell alpha-
actinin 1 (ACTN-1). Disorganization of the sarcomeric structure was found in 25 patients.
The presence of ACTN-1 in clusters, which normally is absent from ventricular myocytes,

was found in 10 patients.

In the present study, a close connection existed between structural impairment observed in

cardiomyocytes and the B-type natriuretic peptides, clinically suitable biomarkers for cardiac
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disorders. A weak correlation was found between the elevated biomarker NTproBNP and

sarcomeric disorganization, whereas the correlation was significant for ACTN-1.

On the one hand, our results support the active use of the biomarkers B-type natriuretic
peptides as indicators of myocardial structural degeneration in patients with aortic valve
disease. It seems, therefore, worthwhile to carry out further investigations concerning this

issue in a larger patient cohort.

On the other hand, a correlation between the procollagen-propeptide serum concentration and
the degree of structural deterioration or myocardial fibrosis was absent, probably caused by

the small number of patients (n=31) involved in this study.

Aortic valve replacement is a safe and well understood procedure for treating aortic stenosis
and the determination of the optimal time point for of the intervention (AVR) follows the

topic guidelines for valve disease of the international medical societies.

However, the present data show, that in patients, which still possess a reserved systolic
cardiac function, structural alterations are already present and that these might be irreversible.
Therefore, studies in a larger patient cohort might be useful to determine the optimal time

point for AVR.
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8  Abkiirzungsverzeichnis

APmean AV Mittlerer Druckgradient iiber der Aortenklappe

Abb. Abbildung

ACC American College of Cardiology

ACEI Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitor (=ACE-Hemmer)
ACS akutes Koronarsyndrom

ACTN-1 Alpha-Aktinin 1

ACTN-2 Alpha-Aktinin 2

ACTN-3 Alpha-Aktinin 3

ACTN-4 Alpha-Aktinin 4

AHA American Heart Association

AK Antikorper

ANP Atrial-natriuretisches Peptid

AS Aortenstenose

ATP Adenosintriphosphat

AV aortic valve = Aortenklappe

AVAI aortic valve area index = KOF/BSA

AVR aortic valve replacement = Aortenklappenersatz

BMI Body-mass-index

BNP B-Typ natruretisches Peptid

BSA body surface area (dt.: Korperoberfldache, hier Formel nach Dubois)
C Celsius

CD Cluster of differentation

CITP C-Telopeptid von Kollagen I

CTP Cytosintriphosphat

DAPI 4°6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid

DGK Deutsche Gesellschaft fiir Kardiologie

DGTHG Deutsche Gesellschaft fiir Thorax-, Herz- und Geféalchirurgie
DRAQ Deep-red-fluorescing bisalkylaminoanthraquinone
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EF Ejektionsfraktion

EKG Elektrokardiographie

ESC European Society of Cardiology

EZM Extrazellularmatrix (= ECM)

FITC Fluorescin-5-isocyanat

g Gramm

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HE Hématoxilin-Eosin

H,0O Wasser

ICTP I-carboxyterminales Telopeptid von Kollagen I
ISH In Situ Hybridisierung

1.S. im (Blut-)Serum

1.v. intra-venos

IVS Interventrikulédres Septum

KCL Kaliumchlorid

kD Kilodalton

KHK koronare Herzerkrankung

KOF Klappenoffnungsfliche

1 Liter

LV Linker Ventrikel

LVEDD linksventrikuldrer enddiastolischer Diameter
LVEF linksventrikuldre Ejectionsfraktion

LVEDP linksventrikuldrer endiastolischer Druck (engl.: pressure)
LVESD linksventrikuldrer endsystolischer Diameter
mmHg Millimeter Quecksilbersdule

mmol Millimol

min Minute

ml Milliliter
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mg

mRNA
MRT

NaCl

n

ns
NTproANP
NTproBNP
NYHA
pAO

PBS

PCW
PECAM
PFA

PIIINP / PIIIP

PINP / PIP
pLV
RAAS
RIA

RR

RT
Tab.
TEE
TTE
TRITC
UTP
VHF

VS.

Milligramm

Messenger-Ribonukleinacid (=sédure)
Magnetresonanztomographie

Natriumchlorid

number

nicht signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit p>0,05)
N-terminales Fragment des pro-Atrial-natriuretischen Peptids
N-terminales Fragment des B-Typ natruretischen Peptids
New York Heart Association

Pressure (in the) aorta (aortaler Druck) in mmHg

Phosphate balanced salt solution

Pulmonary Capillary Wedge (pulmonalkapilldrer Verschludruck)
Platelet/endothelial cell adhesion molecule

Paraformaldehyd

Prokollagen-Typ III amino-terminales Propeptid
Prokollagen-Typ I amino-terminales Propeptid

Pressure (in the) left ventricle (linksventrikuldrer Druck) in mmHg
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Radioimmunassay

rounds per minute = Umdrehungen pro Minute

Riva-Rocci (= nichtinvasive Blutdruckmessung)
Raumtemperatur

Tabelle

Transeosophageale Echokardiographie

Transthorakale Echokardiographie
Tetramethylrhodaminisothiocyanat

Udenosintriphosphat

Vorhofflimmern

VErsus
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