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2 Einleitung

Kardiovaskulare Ereignisse stellen in den westlichen Industrielandern mittlerweile die
fihrende Todesursache dar (Debus et al. 2012). Bei der zunehmend alternden
Bevdlkerung in den westlichen L&ndern steigt auch die Inzidenz von akuten und
chronischen Aortenerkrankungen (Aortopathien). Die h&ufigsten Erkrankungen der
Aorta sind das Aortenaneurysma und die Aortendissektion. Seltener kommt es zu einer
penetrierenden Aortenulzeration. In den letzten Jahrzehnten konnte ein deutlicher
Anstieg der Inzidenz in thorakalen Aortenaneurysmen und Aortendissektionen
beobachtet werden. So ist von 1987 bis 2002 die Inzidenz bei Mannern von 10 auf 16
pro 100.000 Einwohner und bei Frauen von 7 auf 9 pro 100.000 Einwohner gestiegen.
Dies lasst sich unter anderem auf eine frilhere Erkennung durch moderne diagnostische
Verfahren (CT, MRT, Sonographie) zurickfuhren. Die Haufigkeit nimmt mit steigendem
Alter zu. Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt zwischen der 6. und 7.
Lebensdekade, das Patientenalter liegt durchschnittlich bei 71 Jahren (Olsson et al.
2006).

2.1  Anatomische Grundlagen

2.1.1 Die Aorta

Die Aorta ist das Stammgefal des Korperkreislaufes und versorgt den gesamten Kérper
mit arteriellem Blut. Sie I&sst sich im thorakalen Bereich in folgende Abschnitte einteilen:
die Aortenwurzel, die Aorta ascendens, der Aortenbogen (Arcus aortae) und die Aorta
descendens. Die Fortsetzung der Aorta descendens in den Bauchraum wird als Aorta
abdominalis bezeichnet, welche sich im weiteren Verlauf in die beiden Arteriae iliacae
communes aufteilt. Die Aorta entspringt aus dem linken Ventrikel unmittelbar nach der
Aortenklappe. Die Aortenwurzel umfasst die Aortenklappe und den Aortenbulbus, eine
zwiebelférmige Auswolbung zu Beginn der Aorta, die durch drei Sinus valsalvae gebildet
wird. Diese Sinus sind Hohlraume, die durch die aufgehéngten Taschenklappen gebildet
werden. Aus diesen entspringen die Herzkranzgefalie (Koronarien), die fur die arterielle
Versorgung des Herzens verantwortlich sind. Der sinutubulare Ubergang stellt den
Ubergang vom Aortenbulbus zur tubulér aufsteigend verlaufenden Aorta ascendens dar.
Die Aorta ascendens erstreckt sich nach kranial bis zum Abgang des Truncus

brachiocephalicus und setzt sich von dort als Aortenbogen fort (Hiratzka et al. 2010).

Im Bereich des Aortenbogens gibt es auf der konvexen Seite in der Regel drei grol3e
abgehende Arterien, welche fir die Blutversorgung von Kopf, Hals und der oberen
Extremitaten zustandig sind: der Truncus brachiocephalicus, die Arteria carotis
communis sinistra und die Arteria subclavia sinistra. Zuséatzlich entspringen aus dem

Aortenbogen noch paarige Arterien zur Versorgung des Rickenmarks. An den
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bogenférmigen Verlauf des Aortenbogens schlief3t sich die nach kaudal verlaufende
Aorta descendens an. Diese versorgt nach Durchtritt durch das Zwerchfell (Diaphragma)
im Hiatus aortae als Aorta abdominalis im Bauchraum die abdominellen Organe. Grol3e
abgehende Arterien sind unter anderem der Truncus coeliacus, die Arteria mesenterica
superior und inferior sowie die Arteriae renales dextra und sinistra. Anschlieend teilt
sich die Aorta im Bereich der Bifurcatio aortae in die Arteriae ilacae communes auf,

welche paarig das Becken und die unteren Extremitaten versorgen (Hiratzka et al. 2010).

Histologisch gehort die Aorta zu den Arterien vom elastischen Typ. Dadurch ist es ihr
maglich, stoRweise ausgeworfenes Blut aus der Systole aufzunehmen und in eine eher
kontinuierliche Strémungsform zu uUberfuhren. Man bezeichnet dies auch als
Windkesselfunktion der Aorta. Die Gefallwand I&sst sich von innen nach auf3en in drei
Schichten unterteilen: die Tunica intima (kurz Intima), die Tunica media (kurz Media) und

die Tunica externa (auch Adventitia genannt).

Die Intima bildet die innerste Schicht und besteht aus einer einschichtigen Lage von
Endothelzellen, die das GefaBlumen auskleidet, sowie einer subendothelialen
Bindegewebsschicht und der Membrana elastica interna. Die Membrana elastica interna
besteht aus elastischen Fasern und grenzt die Intima von der Media ab. Die Media setzt
sich aus glatten Muskelzellen, Kollagenfasern und elastischen Netzen zusammen und
wird durch die Membrana elastica externa von der Adventitia getrennt. Die Adventitia
bildet die &uf3erste Schicht der arteriellen GefalRwand und besteht aus Bindegewebe mit
elastischen und kollagenen Fasern. Sie baut das Gefal? im umgebenden Gewebe ein.
Die GefalRversorgung der Wandschichten erfolgt durch Diffusion aus dem Lumen sowie
durch von auf3en in die GefalBwand einstrahlende kleine Geféal3e, welche Vasa vasorum

genannt werden (Zilles und Tillmann 2011; Welsch et al. 2018).

Da die Aorta als Hauptgefal3 des groRen systemischen Kreislaufs fir die Versorgung
aller Organe mit sauerstoffreichem Blut verantwortlich ist, ist ein hoher intravasaler Druck
notwendig. Zu diesem Hochdrucksystem gehort der linke Ventrikel des Herzens, welcher
durch die Ventrikelkontraktion einen Druck gegen die geschlossene Taschenklappe
(Aortenklappe) aufbaut. Ubersteigt der Druck im Ventrikel den Druck in der Aorta, 6ffnet
sich die Taschenklappe und die Austreibungsphase (Systole) des Blutes beginnt. Durch
den darauffolgenden sinkenden Druck im linken Ventrikel nach Auswurf des Blutes
unterhalb des Drucks in der nachgeschalteten Aorta schlief3t sich die Taschenklappe
wieder. Die elastische GefdBwand der Aorta erlaubt es, den pulsatilen Blutfluss in der
Systole durch Dehnung der elastischen Fasern zu speichern und in der Fullungsphase
(Diastole) des Herzens durch Entspannung der elastischen Fasern gleichmafig
weiterzugeben. Diese Windkesselfunktion erlaubt eine Umwandlung des pulsatilen

Blutflusses in einen gleichmafigen Blutfluss (Luscher und Steffel 2014).
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2.1.2 Die Aortenklappe

Die Aortenklappe ist eine Taschenklappe mit drei Segeln am Ende des Ausflusstraktes
des linken Herzens am Ubergang zur Aorta. Die normale Aortenklappe besteht aus drei
gleich grofen und gleich geformten, taschenférmigen Segeln. Sie lassen das
ausgeworfene Blut aus dem linken Ventrikel in die Aorta ascendens passieren und
verhindern durch ihren exakten Schluss einen Rulckstrom in das Herz. Der Raum
zwischen dem freien Segelrand und der Aortenwand wird als Sinus valsalvae
bezeichnet, aus diesen entspringen die HerzkranzgefalRe (KoronargefdlRe). Je nach
Lage werden die Segel entsprechend benannt: das linkskoronare Segel (Valvula
semilunaris sinistra), das rechtskoronare Segel (Valvula semilunaris dextra) und das

akoronare Segel (Valvula semilunaris posterior) (Angelini et al. 1989).

Die haufigste angeborene Fehlbildung der Aortenklappe ist die bikuspide Aortenklappe
(englisch bicuspid aortic valve, kurz BAV) mit einer Inzidenz von 1 bis 2 % in der
Gesamtbevolkerung (Ward 2000). Hierbei handelt es sich um eine morphologische
Abweichung von der Norm, bei der nur zwei statt drei taschenférmige Segel angelegt
sind. Manner sind bis zu viermal haufiger betroffen als Frauen (Osler 1886; Ward 2000).
Durch diese angeborene Fehlbildung besteht ein signifikant erhdhtes Risiko flr
Aortopathien mit einem 8-fach erhdhtem Risiko flr Aortendissektion (Michelena et al.
2011).Von der fAechtend bikuspiden Aortenkl appe is
zu unterscheiden. Die bikuspidalisierte Aortenklappe besitzt drei angelegte Segel, von
denen zwei jedoch miteinander fusioniert sind
Fusion kann postinflammatorisch oder durch Kalzifikationen entstehen. Es entsteht eine

funktionelle bikuspide Aortenklappe (Waller et al. 1973).

Sowohl die angeborene bikuspide als auch die sekundar bikuspidalisierte Aortenklappe
sind eine haufige Ursache der Aortenklappenstenose und Aortenklappeninsuffizienz.
Patienten mit einer bikuspiden Aortenklappe entwickeln deutlich friiher degenerative
Aortenklappenerkrankungen als Patienten mit einer trikuspiden Aortenklappe. Die
Aortenklappenstenose stellt hierbei die haufigste Komplikation der bikuspiden
Aortenklappe dar. Durch ein vermindertes Offnen der Klappe kommt es zu einer
funktionellen Stenose. Aortenklappeninsuffizienzen mit unvollstandigem
Klappenschluss entstehen meist durch eine Dilatation der Aortenwurzel mit Dilatation
des Klappenrings (Anulus) oder einen Prolaps der unterschiedlich grof3en Segel (Ward
2000).

Patienten mit bikuspider Aortenklappe haben zudem ein 6- bis 9-faches Risiko, eine
Aorthopathie zu entwickeln. Hierbei spielen multifaktorielle Faktoren, wie
hamodynamische und molekulare Veranderungen sowie eine genetische Pradisposition

eine Rolle. Zu den BAV-assoziierten Aortopathien zahlen unter anderem Dilatationen
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der Aortenwurzel oder der tubularen Aorta ascendens und ggf. einer kombinierten
Dilatation des Aortenbogens (Stock et al. 2019). Bereits bei jungen Patienten unter 30
Jahren mit bikuspider Aortenklappe zeigen sich Dilatationen der Aortenwurzel und der

Aorta ascendens (Fernandes et al. 2012).

2.2 Das Aortenaneurysma

2.2.1 Definition

Als Aortenaneurysma wird eine permanente, lokalisierte Erweiterung der Aorta auf eine
Zunahme des Durchmessers um mindestens 50 % im Vergleich zum erwarteten
normalen Durchmesser der Aorta bezeichnet. Hierbei ist ein echtes Aneurysma
(Aneurysma verum), bei dem alle drei Wandschichten mit Intima, Media und Adventitia
betroffen sind, von einem Pseudoaneurysma (Aneurysma falsum oder Aneurysma
spurium) zu unterscheiden. Beim Pseudoaneurysma entsteht durch einen traumatischen
Defekt der GefalRwand ein Hamatom, welches von einer Bindegewebskapsel tiberzogen
wird. Unterteilen lassen sich Aortenaneurysmen je nach Lokalisation in thorakale,

abdominale und throrakoabdominale Aortenaneurysmen (Lischer und Steffel 2014).

Thorakale Aortenaneurysmen sind deutlich seltener als abdominale Aortenaneurysmen.
Sie kénnen ein oder mehrere Segmente der Aorta betreffen. In 60% der Félle ist die
Aortenwurzel und/oder die Aorta ascendens betroffen, in 40% der Féalle besteht eine
Beteiligung der Aorta descendens, in 10% des Aortenbogens (Isselbacher 2005). Der
normale Durchmesser der Aorta im Bereich des sinutubuléaren Ubergangs liegt bei ca.
21 mm, der Aorta ascendens bei 32 mm und der der proximalen Aorta descendens bei

ca. 30 mm (Kunzelmann et al., 1994).

2.2.2 Atiologie

Das Aortenaneurysma entsteht meist auf dem Boden einer zystischen
Mediadegeneration, bei der es zu einer Degeneration von elastischem und muskuldrem
Gewebe im GefalBwandabschnitt der Media kommt (Riede und Werner 2017). Zudem
konnen auch vermehrt Entzindungsmediatoren wie TGF-B, RAS und IGF-1
nachgewiesen werden, sowie eine erhohte Aktivitdit von Matrix-Metalloproteasen
(Booher und Eagle 2011). Durch die Schwachung der GefalBwand mit verminderter
Elastizitit der Aorta kommt es zu einer Erweiterung der GefaBwand mit
aneurysmatischen Veranderungen. Im Rahmen des Altersprozesses kommt es zu einer
Zunahme des Kollagenanteils und einer Abnahme der Elastinkonzentration und somit
zu einer verminderten Elastizitat, sodass mit steigendem Alter der Aortendurchmesser

zunimmt. Beschleunigt wird dieser Prozess zudem durch Atherosklerose und arterielle
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Hypertension (Braunwald und Zipes 2005). Auch weitere kardiovaskulére Risikofaktoren
wie Rauchen, eine positive Familienanamnese, mannliches Geschlecht und
Dyslipidamie spielen eine Rolle im Umbau der Aortenwand. Zudem ist das Risiko flr ein
thorakales Aortenaneurysma bei Vorhandensein einer bikuspiden Aortenklappe um ein
10-faches erhoht (Lischer und Steffel 2014). Zu den selteneren Ursachen gehéren
hereditare Bindegewebserkrankungen wie das Marfan- oder Ehlers-Danlos-Syndrom,
bei denen eine Degeneration der Media beschleunigt auftritt. Hierbei kommt es bereits
in jungen Jahren zu einer Ausbildung eines Aortenaneurysmas, klassischerweise im
Bereich der Aorta ascendens. Noch seltener entstehen Aneurysmen durch eine
infektiosse Genese wie z.B. das mykotische Aneurysma. Das heutzutage eher selten
auftretende syphilitische Aortenaneurysma im Rahmen einer fortgeschrittenen Infektion
mit Treponema pallidum (Syphilis) wird aufgrund des deutlichen Rickgangs in
westlichen Landern kaum noch gesehen. Bei der Takayasu-Arteriitis, welche vor allem
bei jungen Frauen auftritt, kann es durch eine chronische Inflammation zur Ausbildung

eines Aneurysmas kommen (Isselbacher 2005).

2.2.3 Diagnostik

Aneurysmen verlaufen klinisch h&ufig asymptomatisch. Bei einer friihzeitigen Diagnose
handelt es sich meist um einen Zufallsbefund. Klinisch relevant wird es meist erst, wenn
es zur Ruptur des Aortenaneurysmas kommt. Bei Risikopatienten wie Patienten mit

einem Marfan-Syndrom werden regelméaRige Screening-Untersuchungen empfohlen.

Bei groRer Ausdehnung des Aneurysmas kann es gelegentlich durch Kompression
umliegender Strukturen zu Riickenschmerzen kommen. Eine Kompression der Trachea
kann zu Atemnot und eine Kompression des Osophagus zu Dysphagie fiilhren. Bei
Beteiligung des Nervus laryngeus recurrens kann eine Heiserkeit auftreten. Besteht eine
Aortenklappeninsuffizienz bei Dilatation der Aortenwurzel, kann in der kdrperlichen
Untersuchung ein Diastolikum auskultierbar sein. Wahrend die diagnostische Methode
der Wahl beim Bauchaortenaneurysma die Sonographie darstellt, lasst sich die
thorakale Aorta mittels Sonographie nur teilweise einsehen. Im Roéntgen-Thorax kann
ein thorakales Aortenaneurysma erkennbar sein, allerdings ist die Sensitivitdt und
Spezifitét nur sehr gering, da bei einer verbreiterten aortalen Silhouette nicht eindeutig
zwischen einem Aneurysma und einer gewundenen Aorta unterschieden werden kann.
Die Kontrastmittel-gestitzte Computertomographie (KM-CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) sind die Methoden der Wahl, da sie eine akkurate

Darstellung der Aorta mit Lumen ermoglichen (Isselbacher 2005).
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2.2.4 Therapie

Wurde die Diagnose eines Aortenaneurysmas gestellt, so sollte dieses regelmafiig
klinisch und bildmorphologisch kontrolliert werden, da mit steigendem Durchmesser
auch das Risiko einer Ruptur oder Dissektion steigt. Es zeigt sich bei Aneurysmen mit
einer GroRRe tUber 60 mm ein 28-fach erhéhtes Risiko fiir Rupturen oder Dissektionen im
Vergleich zu Aneurysmen mit einer GréRe bis 40 mm (Davies et al. 2002). Prinzipiell
sollte eine Optimierung bestehender kardiovaskularer Risikofaktoren erfolgen, wie z.B.

Blutdruckeinstellung, Nikotinabstinenz, oder Behandlung einer Hyperlipidamie.

Die Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie (DGK) empfiehlt nach Leitlinie der

Européischen Gesellschaft fur Kardiologie (European Society of Cardiology, kurz ESC)

eine chirurgische Intervention bei einem Aortenwurzelaneurysma mit Durchmesser der

Aorta ascendensO 55 mm bei Patienten ohne Koll agenose,
bi kuspider Aortenkl|lappe und Risikofakt-oren wund
Syndrom. Besteht ein isoliertes Aortenbogenaneurysma, wird ein chirurgischer Eingriff

bei einem maximalen Dur c hmesser von O 55 mm, bei einem
descendens bei einem maxi malen Durchmesser von
auch bei niedrigeren Schwellenwerten je nach individuellem Risiko bereits die Indikation

zur Intervention gestellt werden. Hierbei spielen Faktoren wie kleinere Kérpermalie, eine

schnelle Progression oder einhergehende Aortenklappeninsuffizienz eine Rolle. Auch

Risikofaktoren wie eine Aortenisthmusstenose, eine positive Familienanamnese oder

Zunahme des Durchmessers um > 3 mm/Jahr missen in die Entscheidung mit

einbezogen werden. Wurde die Indikation zur Intervention gestellt, stehen zwei

Moglichkeiten zur Verfugung: die offene Implantation oder das Einsetzen eines
endovaskularen Stent-Grafts. Bei Aneurysmen der Aorta ascendens oder des

Aortenbogens ist prinzipiell ein offener chirurgischer Eingriff mit Resektion des

betroffenen Abschnitts der Aorta und Ersatz mittels Prothese indiziert. Bei Aneurysmen

der Aorta descendens kann eine thorakale endovaskulare Aortenrekonstruktion (kurz

TEVAR) erwogen werden, wenn dies anatomisch technisch madglich ist. Wenn eine

TEVAR nicht mdglich ist, sollte ein chirurgischer Eingriff durchgefiuihrt werden. Bei

Patienten mit Kollagenosen ist ein chirurgischer Eingriff zu bevorzugen (Erbel et al.

2014).

2.3 Die Aortendissektion

2.3.1 Definition und Klassifikation
Bei der Aortendissektion handelt es sich um eine Aufspaltung (Dissektion) der
Wandschichten der Aorta. In der Regel kommt es zu einem Einriss der Intima, als

innerste Wandschicht der Aorta, mit nachfolgender intramuraler Einblutung in die Media.
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Infolgedessen kommt es zur Entstehung eines wahren und eines falschen Lumens,

welche durch die Dissektionsmembran voneinander getrennt sind. Die Aortendissektion

kann lokal begrenzt sein oder sich langstreckig ausdehnen. Abhangig davon, welche
abgehenden GefalRe betroffen sind, kann es je nach betroffenem Ischamiegebiet zu

einer vielfaltigen Klinik fihren. Besteht eine zweite Kommunikationsstelle zwischen den

bei den Lumi na, einem sogenannten AReentryhf,
abgehender Aste durch das falsche Lumen gewéhrleistet sein. Die Inzidenz thorakaler
Aortendissektionen liegt zwischen 3 bis 4 pro 100.000 pro Jahr (LeMaire und Russell

2011).

Bis heute hat sich die Stanford-Klassifikation zur Einteilung der thorakalen
Aortendissektion durchgesetzt. Hierbei unterscheidet man je nach Lokalisation zwischen
einer Typ-A-Aortendissektion mit Beteiligung der Aorta ascendens und einer Typ-B-
Aortendissektion mit einem Einriss distal des Abgangs der linken Arteria subclavia und

somit ohne Beteiligung der Aorta ascendens (Daily et al. 1970; Weigang et al. 2008).

Neben der Stanford-Klassifikation existiert noch die Einteilung nach DeBakey aus dem
Jahre 1965, bei der ebenfalls nach Lokalisation der Dissektion zwischen Typ I, Il und Il
unterschieden wird. Bei den Typen | und Il nach DeBakey befindet sich der Einriss mit
Entry im Bereich der Aorta ascendens. Bei Typ | erstreckt sich die Dissektion bis in den
Aortenbogen und kann bis zur Aorta descendens reichen, wahrend bei Typ Il auf den
Bereich der Aorta ascendens begrenzt ist. Bei Typ Ill nach DeBakey befindet sich der
Entry distal des Abgangs der linken Arteria subclavia, dies entspricht der Typ-B-
Dissektion nach Stanford (DeBakey et al. 1965).

2.3.2 Atiologie

Zu den Risikofaktoren gehdren Faktoren, die eine Schwachung der Gefal3wand durch
hohe Beanspruchung beglnstigen. Der haufigste Risikofaktor ist mit ca. 72,1 % ein
arterieller Hypertonus (Hagan et al. 2000). Des Weiteren z&hlen die Atherosklerose und
Diabetes mellitus oder eine bikuspide Aortenklappe zu den Risikofaktoren. Urséachlich
kann ein vorbestehendes Aortenaneurysma sein. Wie auch bei den Aortenaneurysmen
stellen angeborene Faktoren wie Bindegewebserkrankungen mit Beteiligung der
GefalRwand einen weiteren wichtigen Risikofaktor dar, hierzu gehtren z.B. das Marfan-
Syndrom, Ehlers-Danlos-Syndrom und das Loeys-Dietz-Syndrom. Patienten mit Marfan-
Syndrom kénnen bereits im jungen Alter eine Aortendissektion erleiden, im Durchschnitt
liegt das Alter bei 36 Jahren (Saeyeldin et al. 2017).

Seltener kénnen Aortendissektionen iatrogen durch Katheterinterventionen oder nach

chirurgischen Eingriffen entstehen, sowie durch Trauma z.B. im Rahmen von
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Verkehrsunfallen oder Sturz aus grol3er HOhe. Eine ebenfalls seltene Ursache stellen
Vaskulitiden wie die Takayasu-Arteriitis dar, welche vor allem bei jungen Frauen
vorkommt. Die Riesenzellarteriitis (friiher Arteriitis temporalis) ist ebenfalls eine mogliche

Ursache einer Dissektion (Hagan et al. 2000).

2.3.3 Diagnostik

Klinisch prasentiert sich die Aortendissektion haufig durch plétzlich einsetzende starke
Schmerzen, meist stechenden Charakters. Die Schmerzlokalisation befindet sich bei
Typ-A-Dissektionen meist im Brustbereich, wahrend sie bei Typ-B-Dissektionen haufiger
im Ricken angegeben wurden (Hagan et al. 2000). Zeichen der Malperfusion sind, je
nach Beteiligung der aortalen Gefalabgéange, unterschiedlich und kénnen mit Synkopen
oder neurologischen Defiziten (bei Beteiligung der Halsgefal3e) einhergehen. Zudem ist
bei Beteiligung der HerzkranzgefaRe (Koronarien) ein Herzinfarkt oder eine
Herzinsuffizienz mdglich. In der kdrperlichen Untersuchung kann je nach Ausmalf der
Dissektion ein Puls- und Blutdruckdefizit oder ein diastolisches Gerdusch im Rahmen
einer Aortenklappeninsuffizienz auf eine Typ-A-Dissektion hinweisen. Des Weiteren
kénnen bei Vorliegen einer Perikardtamponade eine juguldre Stauung, ein paradoxer

Puls oder eine arterielle Hypotonie wegweisende Symptome sein (Weigang et al. 2008).

Zur initialen Diagnostik bei Verdacht auf eine Aortendissektion zahlt die
Computertomographie (CT) als sensitive Untersuchung zum Nachweis einer
Dissektionsmembran. Die Echokardiographie eignet sich ebenfalls als treffsicheres
diagnostisches Mittel zur sonographischen Darstellung einer Dissektionsmembran.
Laborchemische Marker zum sicheren Nachweis oder Ausschluss einer Dissektion gibt
es bisher nicht. Erhéhte D-Dimere kdnnen auf eine Dissektion hinweisen, sind jedoch
unspezifische Marker, die z.B. auch bei einer akuten Lungenembolie erhéht sein kénnen
(Hagan et al. 2000).

2.3.4 Therapie

Anhand der Stanford-Klassifikation lasst sich das weitere therapeutische Vorgehen
ableiten. Da die Typ-A-Dissektion eine lebensbedrohliche Situation darstellt und die
Mortalitdt nach Symptombeginn 1 bis 2 % pro Stunde betragt, muss eine sofortige
chirurgische Versorgung nach Diagnosestellung erfolgen. Die perioperative Mortalitat
einer akuten Typ-A-Dissektion liegt zwischen 17 und 26 %. Die Prognose ist abh&ngig
vom Ausmal der begleitenden Malperfusion oder Ruptur, sowie der praoperativen
Kreislaufstabilitdit des Patienten (Berretta et al. 2016). Ziel der Therapie ist der

Verschluss vom primaren Entry. Hierbei wird meist der betroffene Abschnitt chirurgisch
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reseziert und durch eine Prothese ersetzt. Bei der Typ-A-Dissektion handelt es sich
meist um einen Ersatz der Aorta ascendens und je nach Ausmald ggf. mit teilweisem

oder vollstdndigem Ersatz des Aortenbogens.

Bei unkomplizierten Typ-B-Dissektionen kann meist ein zunéchst konservatives
Vorgehen mit Optimierung des Blutdrucks und Anti-Aggregation/Antikoagulation
erwogen werden. Bei komplizierten Typ-B-Dissektionen mit Ruptur oder Malperfusion
wichtiger Organe muss eine Intervention erfolgen. Hierbei handelt es sich meist um
einen minimalinvasiven Eingriff mittels Implantation eines Stentgrafts in die
deszendierende Aorta (Erbel et al. 2014).

2.4 Operative Methoden

Je nach Ausmal3 des Aneurysmas oder der Dissektion der Aorta ascendens und je nach
Beteiligung von angrenzenden Strukturen stehen verschiedene operative Verfahren zur
Verfigung. Ziel ist eine Resektion des betroffenen Abschnitts der Aorta und
anschlielendem Ersatz mittels Gefal3prothese. Abgehende GefdlRe in diesem
Resektionsgebiet missen mit dem prothetischen Ersatz re-anastomosiert werden. Dazu
zahlen unter anderem die Koronargefalie, die fur die Perfusion des Myokards notwendig
sind. Alternativ zur Reanastomosierung der Koronargefal3e kann auch ein arterieller
aortokoronarer Bypass (ACB) durch Einpflanzung der Arteria thoracica interna oder
Verwendung der Arteria radialis oder ein aortokoronaren Venenbypass (ACVB) mittels
Venengraft, z.B. der Vena saphena magna durchgeflihrt werden. Bei Mitbeteiligung der
Aortenwurzel kann zuséatzlich zum Ersatz der Aorta ascendens ein Aortenklappenersatz

notwendig sein.

Alle operativen Eingriffe an der Aorta ascendens werden unter Hypothermie und
Herzstillstand (Kardioplegie) mit Einsatz einer Herz-Lungenmaschine durchgefiihrt. Als
Zugangsweg dient in der Regel eine offene mediane Sternotomie, bei der das Sternum
langs eroffnet wird und das Herz mit den herznahen Gefal3en freigelegt werden kann.
Nachfolgend werden die verschiedenen operativen Verfahren zum Ascendensersatz

beschrieben.

2.4.1 Suprakoronarer Ersatz der Aorta ascendens

Bei normaler Klappentaschenmorphologie sowie normaler anuloaortaler Zirkumferenz
kann ein suprakoronarer Ersatz der Aorta ascendens oberhalb der Aortenwurzel
erfolgen. Hierbei wird der betroffene Aortenabschnitt oberhalb der Koronarostien
reseziert und durch eine Dacron-Rohrprothese ersetzt, welche End-zu-End

anastomosiert wird. Die Prothesengrof3e richtet sich nach dem aortalen Durchmesser
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des Patienten. Bei aneurysmatischer Aufweitung der Aortenwurzel mit anuloaortaler
Erweiterung kann bei morphologisch normaler Aortenklappe eine Rekonstruktion der
Aortenklappe erfolgen. Bei bestehender Aortenklappeninsuffizienz kann diese durch
eine Resuspension der Klappenkommissuren eine Aortenklappeninsuffizienz behoben
werden. Zu den haufigsten angewandten Methoden zur Kklappenerhaltenden

Rekonstruktion der Aortenwurzel gehdren die Verfahren nach Yacoub und David.

Die 1983 von Magdi Yacoub entwickelte Methode beinhaltet eine Resektion der Sinus
aortae und Ersatz durch eine Dacron-Prothese mit drei zugeschnittenen zungenférmigen
Auslaufern. Es bilden sich aus der Prothese drei neue Sinus aortae. Anschlie3end
werden die Koronarostien re-implantiert. Nachteil hierbei ist eine erhdhte Anfalligkeit fur
Dilatationen des Aortenanulus. Bei der 1992 von Tirone David und Christopher Feindel
entwickelten Methode wird der Rand der resezierten Sinus aortae mit in die Dacron-
Prothese eingenaht und die Prothese am Aortenanulus verankert, sodass die
Aortenklappe mit eingenaht wird. AnschlieBend werden auch hier die Koronarostien re-
implantiert (David und Feindel 1992). Nach der urspriinglichen, sogenannten David-I-
Methode, erfolgten im Verlauf unterschiedliche Modifikationen, sodass mittlerweile

verschiedene Re-Implantations-Methoden existieren (Ziemer und Haverich 2010).

2.4.2 Implantation eines klappentragende n Conduit s

Bei pathologischer Aortenklappenmorphologie kann auch ein kombinierter
Aortenklappenersatz mit Ersatz der Aorta ascendens erfolgen mit Hilfe eines
klappentragenden Conduits. Durchgefiihrt wurde dieses Vorgehen erstmals 1968 durch

Bentall und De Bono (Bentallund Bono 1968). Das a | s -O®Bie mte&klalnnt e Ver f ah
gilt als chirurgische Therapie der Wahl bei Patienten mit Aortenwurzelaneurysma und
Aortenklappeninsuffizienz (Kouchoukos et al. 1991). Generell sollte vor allem bei

jungeren Patienten ein klappenerhaltendes Verfahren angestrebt werden, um eine

physiologische Klappenfunktion zu erhalten und eine lebenslange orale Antikoagulation

zu umgehen.

2.4.3 Totaler oder partieller Aortenbogenersatz

Ist neben der Aorta ascendens auch der Aortenbogen von der Dissektion betroffen, kann
zusatzlich ein totaler oder partieller Aortenbogenersatz erfolgen. Sind abgehende
supraaortale Gefal3e mitbetroffen, missen diese mit der GefaRprothese anastomosiert
werden. Die supraaortalen GefalRe kbnnen entweder einzeln oder als Gefal3inseln re-
anastomosiert werden. Ist die Aorta descendens mitbetroffen, so kann zuséatzlich zum

proximalen Aortenersatzes von endoluminal eine zusétzliche Endoprothese in die Aorta
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implantiert werden. Dieses Hybridverfahren wird auch als AFr ozen El ephant Tr

bezeichnet (Ziemer und Haverich 2010).

Diese interventionellen und operativen Therapiemdglichkeiten flr Aortenaneurysmen
und Aortendissektionen fiihren zu einer Beseitigung oder Korrektur der Pathologie. Um
neue Ansatze in der Therapie zu entwickeln und beispielsweise die Entstehung dieser
Erkrankungen zu verhindern, mussen zunachst die Pathomechanismen néher

untersucht werden.

2.5 Matrix -Metalloproteinasen
Da die Degradation der EZM in der GefaBwand als Pathomechanismus fir die
Entstehung chronischer Aortenerkrankungen bekannt ist, wird auch Matrix-

Metalloproteinasen eine wichtige Rolle in der Entstehung zugeordnet.

Die erstmalige Entdeckung einer Matrix-Metalloproteinase erfolgte 1962 im Gewebe von
Kaulquappen. Durch den Nachweis eines Enzyms mit kollagenolytischer Aktivitat wurde
dieses Enzym als Kollagenase bezeichnet (Gross und Lapiere 1962) und ist mittlerweile
als MMP-1 bekannt. Einige Jahre spater gelang auch der Nachweis in menschlichem
Hautgewebe (Eisen et al. 1968). Die Bezeichnungen Matrix-Metalloproteinasen, Matrix-
Metalloproteasen, Matrix-Metallopeptidasen, MMPs und Matrixine werden in der

Literatur gleichbedeutend verwendet.

2.5.1 Struktur und Klassifikation

MMPs bezeichnen eine Familie Zink-abhangiger Endopeptidasen. Alle Matrix-
Metalloproteinasen bestehen in der Regel aus drei Domanen: eine Pro-Domane am
aminoterminalen Ende (N-Terminus), eine katalytische Domane im Zentrum und eine
Hemopexin-Domane am Carboxyl-terminalen Ende (C-Terminus). Die Pro-Doméane
enthalt Cystein, welches zur Aktivierung des Enzyms abgespalten wird. Die katalytische
Domane besitzt die Fahigkeit, Zink-lonen zu binden und fungiert als aktives Zentrum
(Visse und Nagase 2003). Die Hemopexin-Doméne tragt zur Bindung von Substraten
bei, ist aber auch in der Lage, Inhibitoren der MMPs zu binden. Membran-Typ-MMPs

haben zudem eine zusétzliche Membran-bindende Doméne (Sternlicht und Werb 2001).

MMPs gelten primar als extrazellulare Proteine. In mehreren Studien konnte jedoch
MMP-1, MMP-2 und MMP-11 auch intrazellular nachgewiesen werden. Diese MMPs
waren auch in der Lage, mit anderen intrazellularen Proteinen zu interagieren (Limb et
al. 2005, Kwan et al. 2004).
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2023)
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Die 23 bisher bekannten humanen MMPs lassen sich nach ihrer Substratspezifitat und

ihrem strukturellen Aufbau in sechs Untergruppen einteilen (Visse und Nagase 2003):

1. Kollagenasen: Zu den Kollagenasen gehéren MMP-1, MMP-8, MMP-13 und
MMP-18, die in der Lage sind, interstitielles Kollagen 1, 2 und 3 abzubauen.

2. Gelatinasen: dazu gehdren MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B).
Beide Proteinasen konnen Gelatine, die denaturierte Form von Kollagen,

abbauen.

3. Stromelysine, gebildet durch MMP-3 (Stromelysin 1), MMP-10 (Stromelysin 2)
und MMP-11 (Stromelysin 3). Neben dem Abbau von Komponenten der EZM
spielt MMP-3 eine zentrale Rolle in der Aktivierung von pro-MMPs.

4. Matrilysine: MMP-7 (Matrilysin 1), und MMP-26 (Matrilysin 2). Neben der
Degradation von EZM ist MMP-7 zusatzlich am Abbauprozess von
Zelloberflachenmolekllen beteiligt, wie dem Fas-Liganden, pro-tumor-
Nekrosefaktor (TNF)-U u n-@adHerin. Daher spielt vor allem diese MMP eine

wichtige Rolle in der Tumorgenese.

5. Membran-Typ MMP: fasst sechs membranstindige MMPs zusammen
(MMP14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 und MMP-25), die in

unterschiedlichen Geweben exprimiert werden.

6. Andere MMPs: hierzu zéhlen alle MMPs, die den oben genannten Kategorien
nicht zugeordnet werden kénnen (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-
23, MMP-27 und MMP-28.
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2.5.2 Funktion und Regulation der MMPs

MMPs werden als inaktive pro-Enzyme, auch Zymogene genannt, mit der Pro-Domane

am N-Terminus synthetisiert und sezerniert. Zu den synthetisierenden Zellen gehdren

unter anderem glatte Muskelzellen der GefalRwand und Fibroblasten. AnschlieRend

werden die inaktiven pro-Enzyme sowohl auf proteolytische als auch nicht-proteolytische

Wei se aktiviert. Hi er bei erfolgt der sogenannt
des Cystein-Teils zum Zink-lon der katalytischen Doméane zerstort wird (Visse und

Nagase 2003). Die Hemopexin-Doméne kann andere Substrate binden und so die

Aktivitdt der MMPs steuern.

Verschiedene Gewebe- und Plasmaendopeptidasen kénnen durch Proteolyse
aktivierend auf MMPs wirken. So spielt z.B. die Peptidase Plasmin eine der Hauptrollen
in der Aktivierung von MMPs und ist in der Lage Pro-MMP-1, Pro-MMP-3, Pro-MMP-7,
Pro-MMP-9, Pro-MMP-10 und Pro-MMP-13 zu aktivieren und z.B. die Fibrinolyse oder
Reparatur der Intima nach Schaden an der GefalRwand zu initiieren (Lijnen 2002; Visse
und Nagase 2003). Auch chemische Substrate kénnen auf nicht-proteolytische Weise
aktivierend wirken, z.B. ist Stickstoffmonoxid (NO) in der Lage pro-MMP-9 zu aktivieren
(Gu et al. 2005). Des Weiteren kdnnen MMPs auch aktivierend auf andere MMPs wirken,
so ist z.B. bekannt, dass MMP-10 bendtigt wird, um pro-MMP-1 zu aktivieren und MMP-
14 ein Aktivator von pro-MMP-2 ist (Ra und Parks 2007).

Spezifische Inhibitoren der MMPs werden als Tissue Inhibitor of Matrix-
Metalloproteinases (kurz TIMP) bezeichnet. Bislang sind 4 verschiedene humane TIMPs
(TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4) bekannt (Brew und Nagase 2010; Visse und
Nagase 2003). Es handelt sich um kleine Proteine, welche sich aus 2 Domanen
zusammensetzen: eine N-Terminus-Doméne und eine C-Terminus-Doméne. Die N-
Terminus-Doméne kann wie ein Substrat an die MMPs binden und diese inhibieren.
TIMPs sind jedoch auch in der Lage zu aktivieren, z.B. kann TIMP-2 zur Aktivierung von
pro-MMP-2 beitragen. Des Weiteren gibt es neben den TIMPs unspezifische Inhibitoren
der MMPs, wie z.B. alpha-Makroglobuline. Diese Akute Phase-Proteine zahlen
allgemein zu Endopeptidase-Inhibitoren und sind in der Lage, verschiedene Proteinasen

zu hemmen (Visse und Nagase 2003).

2.5.3 Rolle der MMPs in kardiovaskularen Erkrankungen

Urséachlich fur die Entstehung von Aneurysmen und Dissektionen der Aorta ist die
Verédnderung der Extrazellularmatrix (EZM), ein Gewebeanteil im Interzellularraum. Die
EZM besteht aus einer Grundsubstanz aus Mucopolysacchariden und Proteoglykanen
und multiplen strukturellen Proteinen wie Elastin, Kollagen und Fibrillin, sowie bindenden

Proteinen wie Laminin und Fibronektin. Sie befindet sich konstant in dynamischen
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Umbauprozessen aus Synthese und Degradation (Zhang et al. 2009). Es konnte bereits
im Modell nachgewiesen werden, dass der enzymatische Abbau von Elastin zu einem
Elastizitatsverlust und Dilatation der arteriellen GeféaRwand fuhrt und der Abbau von
Kollagen die GefalBwandruptur foérdert (Dobrin et al. 1984). Im Rahmen der
Umbauprozesse in der EZM sind MMPs unter anderem an Reparaturmechanismen im
Gewebe beteiligt und spielen eine wichtige Rolle in Morphogenese, Wundheilung und

Tumorgenese (Visse und Nagase 2003).

Die Degradation der EZM in der Gefallwand ist bereits ein bekannter
Pathomechanismus in der Entstehung chronischer Aortenerkrankungen, sodass MMPs
auch hier eine zentrale Rolle spielen. Die erhdhte Expression von MMP in der

Entstehung von Aortenaneurysmen wurde bereits mehrfach untersucht. Insbesondere

MMP-2und MMP-9 aus der Subgruppe de(kurzSgatinasen), n

welche in der Lage sind Elastin abzubauen, zeigten eine Verbindung zu
Gefal3pathologien, wie Aortenaneurysmen, Arteriosklerose und Intimahyperplasie (Vine
und Powell 1991; Newman et al. 1994).

Koullias et al. konnte ebenfalls eine vermehrte Expression der Gelatinasen MMP-2 und
MMP-9 in thorakalen Aortenaneurysmen und -dissektionen nachweisen und zeigte
zudem in einer kleinen Subgruppe von Patienten mit akuten Typ-A-Dissektionen eine
vermehrte Expression von MMP-2 und MMP-9 im Vergleich zu Aortenaneurysmen. Des
Weiteren konnte eine Imbalance zwischen MMPs und ihren Inhibitoren nachgewiesen
werden mit der Hypothese, dass ein Uberwiegen von MMPs zu TIMPs Aortopathien
beginstigen kann (Koullias et al. 2004). Untersuchungen mit groRen Fallzahlen von

Aortendissektionen existieren bisher jedoch nicht.

Neuste Untersuchungen zu Diabetes mellitus, eine Erkrankung mit hohem
kardiovaskularem Risiko, zeigen, dass dauerhaft erhdhte Blutzuckerspiegel zu einer
Aktivierung von MMP-9 fihren und so einen Umbau der GefalRwand bewirken (Uemura
et al. 2001).
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3 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Expression von Matrix-Metalloproteinasen in
thorakalen Aortenaneurysmen, Aortendissektionen und gesunden Aorten zu analysieren
und neue Erkenntnisse zum Pathomechanismus in der Entstehung von
Aortenaneurysmen und Aortendissektionen zu gewinnen.

Hierfir wurden MMP-1 als Vetreter der Kollagenasen und MMP-9 als Vertreter der
Gelatinasen ausgewahlt sowie deren Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2. Anhand
immunhistochemischer Farbungen von thorakalen Aortenproben von Patienten mit
thorakalen Aortenaneurysmen, Aortendissektionen und von Aortengesunden sollen
Expressionsmuster erfasst und verglichen werden.

Untersuchungen an kleinen Patientengruppen zeigten bereits eine erhdhte Expression
von MMP-2 und MMP-9 in akuten Typ-A-Dissektionen im Vergleich zu
Aortenaneurysmen. Studien zu dieser Thematik mit grol3er Fallzahl oder exakter
Differenzierung der betroffenen Gefallwandschichten finden sich in der Literatur bisher
nicht. Es wird analysiert, in welchen Gefaldwandabschnitten der Aorta eine Expression
von MMPs und ihren Inhibitoren nachweisbar ist, ob sich diese in den verschiedenen
Gruppen unterscheiden. Das Ziel ist, aus der immunhistochemischen Beurteilung neue
Erkenntnisse herzuleiten und einen Beitrag zum besseren Verstandnis der Pathogenese

von Aortenaneurysmen und Aortendissektionen zu leisten.

Folgende Fragestellungen gilt es zu beantworten:

1 Gibt es einen Unterschied in der Expression von Matrix-Metalloproteinasen in
Aortengesunden und Patienten mit thorakalen Aortenaneurysmen und -
dissektionen?

1 Welche GefaBwandschichten sind betroffen und I&asst sich daraus ein besseres
Verstandnis zur Entstehung herleiten?

1 Korreliert der Expressionsgehalt von Matrix-Metalloproteinasen mit dem

Durchmesser der erkrankten Aorten?
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4 Material und Methoden

4.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden die Akten von insgesamt 104 herzchirurgischen Patienten
untersucht, welche in der Zeit von 2007 bis 2018 chirurgisch einen Ersatz der Aorta
ascendens erhalten haben. Es erfolgte die Einteilung des Patientenkollektivs anhand
des Krankheitsbildes in zwei Gruppen: Aneurysma und Dissektion. Zusétzlich wurde
eine kleine Gruppe mit gesunden Aorten als Kontrollgruppe (n=7) ausgewertet. Bei den
Patienten handelt es sich ebenfalls um herzchirurgische Patienten, bei denen im
Rahmen einer aortokoronaren Bypass-OP eine Entnahme in Form einer zylindrischen
Stanze (A P u n c)laues slein Bereich der Aorta ascendens erfolgte, sowie das Gewebe

aus zwei Obduktionen von aortengesunden Patienten.

Es ergaben sich somit folgende drei Gruppen:
1. Patienten mit einem Aneurysma der Aorta ascendens (n=52)
2. Patienten mit einer akuten Dissektion der Aorta ascendens (n=52)

3. Kontrollgruppe mit gesunden Aorten (n=7)

Gesamtzahl = 111
B0

a0

40

Anzahl

30

20

Aneurysma Dissektion gesund

Gruppe

Abbildung 2: Verteilung der Patienten in den untersuchten Gruppen

24



Samtliche Patientenakten mit praoperativ  durchgefiuihrter Bildgebung und
kardiologischer Diagnostik (Elektrokardiogramm und Echokardiographie),
Einweisungsberichten, Operationsberichten, Kardiotechnikerprotokollen und
Entlassungsbriefen wurden durchgesehen und ausgewertet. Es erfolgte zusatzlich die
Erfassung  bestehender Risikofaktoren wie eine arterielle  Hypertonie,
Herzrhythmusstérungen, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteinamie oder eine
vorbestehende koronare Herzkrankheit (KHK). Der postoperative Verlauf mit dem
Aufenthalt auf der Intensivstation und perioperative Komplikationen wurden ebenfalls

erfasst. Alle Daten der Patienten wurden analysiert und verglichen.

4.2 Materialien

4.2.1 Untersuchungsmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Gewebeproben aus dem Bereich der Aorta
ascendens stammen von Patienten, welche im Rahmen eines operativen

Aortenersatzes eine Resektion der Aorta ascendens erhielten.

Die Eingriffe erfolgten in der Klinik fir Herz- und thorakale Gefal3chiurgie des
Universitatsklinikums Marburg. Das resezierte Gewebe wurde direkt nach Entnahme in
zehnprozentiger Formalinldsung fixiert. AnschlieBend erfolgte die Einbettung in Paraffin

und Archivierung im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Marburg.

4.2.2 Gerate, Chemikalien und Ansatze

4.2.2.1 Gerate

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Gerate und Materialien

Bezeichnung Hersteller

Autostainer plus Dako, Hamburg, Deutschland
Brutschrank/Inkubationsschrank Ehret, Freiburg, Deutschland
Dampfkocher MultiGourmet Braun, Kronberg, Deutschland
Deckglaser Bresser, Rhede, Deutschland

Kihl- und Gefriergeréte Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Bosch, Gerlingen, Deutschland

Lichtmikroskop Olympus, Tokio, Japan
Linear-Farbeautomat COT 20 Medite Medical, Burgdorf, Deutschland
Mikrotom SM 2000 R Leica, Wetzlar, Deutschland
Objekttrager SuperFrost Plus Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Objekttrager Bresser, Rhede, Deutschland
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4.2.2.2 Chemikalien und Anséatze

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Anséatze

Bezeichnung

Hersteller

Antibody Dilutent (S2022)

Antigen Demaskierung TRS-EDTA

- Dako Target Retrieval Solution pH 9 (S2367)

Antigen Demaskierung TRS-EDTA

- Dako Target Retrieval Solution Citrat pH 6
(S1699)

Aqua dest.

Detektionskit

- Dako Real Envision HRP Rabbit/Mouse
(K5007)

- Dako Real DAB-Chromogen (K5007)

- Dako Real Substrate Buffer (K5087)

Entellan

Eosin

Ethanol 100 %, 96 %, 70 %

Hamalaun

Hamatoxylin

- Dako Real Hamatoxylin (52020)

Eisenhamatoxylin

Peroxydase Blocking Solution (S2023)

Pikrofuchsin
Resorcin-Fuchsin
Wash Buffer (S30006)
Xylol

Dako, Hamburg, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Dako, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

4.2.2.3 Antikorper

Bei den eingesetzten Antikdrpern handelt es sich jeweils um monoklonale Antikérper der

Maus-Spezies, welche gegen humane Proteine gerichtet sind. Die optimale Verdiinnung

des Priméarantikorpers  wurde  durch

Verdunnungsstufen ermittelt.
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Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Antikdrper mit der verwendeten Verdiinnung

Bezeichnung Hersteller Verdinnung
MMP-1.: Merck Millipore, 1:10000
Mouse Anti-Human Matrix-Metalloproteinase- Burlington, MA, USA

1 Monoclonal Antibody MAB3307

MMP-9: Lyophilized Mouse Monoclonal Leica Biosystems, 1:20
Antibody Matrix Metalloproteinase 9 NCL- Nussloch,

MMP9-439 Deutschland

TIMP-1: Dako, 1:50
Monoclonal Mouse Anti-Human Tissue Hamburg,

Inhibitor of Matrix Metalloproteinases 1 Deutschland

M7293

TIMP-2: Leica Biosystems, 1:50
Novocastra Lyophilized Mouse Monoclonal Nussloch,

Antibody Tissue Inhibitor of Matrix Deutschland

Metalloproteinase 2
NCL-TIMP2-487

4.2.3 Software
Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Software

Bezeichnung Hersteller

IBM SPSS Statistics 29 IBM, New York, USA

IM50 Basissoftware Digital 4.0 Leica, Wetzlar, Deutschland
IntelliSpace Portal 11 Philips, Amsterdam, Niederlande

4.3 Methoden

4.3.1 Gewebeaufbereitung

Das in Paraffin eingebettete Material wurde zuné&chst fir ca. 20 Minuten (min) bei -20 °C
gelagert, um eine leichtere Bearbeitung zu ermdglichen. AnschlieRend erfolgte mit
einem Schlitten-Mikrotom (SM 2000 R, Leica) die Anfertigung von ca. 2 um dicken
Schnitten. Fur die Hamatoxylin-Eosin- (HE) und Elastika-Farbung wurden die Schnitte
auf herkdbmmliche Objekttrager aufgezogen, fur die immunhistochemische Farbung
wurden Super-frost-plus-Glasobjekttrager der Firma Thermo scientific benutzt. Die
angefertigten Paraffinschnitte wurden im Brutschrank flr mindestens 60 min bei 60 °C

entparaffiniert.
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4.3.2 Die HE- und Elastika -Farbung

Bei allen Gewebeproben wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (kurz HE-Farbung)
durchgef ¢hrt. Diese erfolgte im kontinuierlich
COT 20A neegtbm Hrotokotl. ¢n zeitlicher Reihenfolge wurden dabei folgende

Ldsungen eingesetzt: Xylol, Alkohol in absteigender Konzentration (100 %, 96 %, 70 %),

Wasser, Hamalaun, Wasser, Eosin, Alkohol (96 %, 100 %) und Xylol.

Zusatzlich zur HE-Farbung erfolgte bei allen Gewebeproben eine Elastika-van-Gieson-
Féarbung zur Darstellung der elastischen Fasern in der GefaRwand und Beurteilung der
Tunica media in Hinblick auf eine vorliegende zystische Mediadegeneration. Zeitlich
wurden folgende Ldsungen verwendet: Xylol, Alkohol (100 %, 96 %, 70 %), Resorcin-
Fuchsin, Wasser, Eisenhamatoxylin, Wasser, Pikrofuchsin, Wasser, Alkohol (96 %, 100
%) und Xylol.

4.3.3 Immunhistochemi e
Nachfolgend werden die Schritte des Verfahrens zur immunhistochemischen Férbung

erlautert.

1. Entparaffinierung:

Zur immunhistochemischen Féarbung wurden die Gewebsschnitte zunachst in Xylol
entparaffiniert (3 x 10 min) und Uber eine absteigende Alkoholreihe (je 2x 5 min 100%
Ethanol, 2x 5 min 96% Ethanol, 2x 5 min 70% Ethanol) rehydriert und schlielich mit
destilliertem Wasser gespuilt.

2. Antigen-Demaskierung:

Nach der Rehydrierung wurden die Gewebeproben in eine Demaskierungslosung (TRS-
EDTA und TRS-Citrat) eingetaucht und anschlielend fur 45 min in einen Dampfkocher

gestellt. AnschlieRend erfolgte eine erneute Spilung mit destilliertem Wasser.

Je nach Antikorper-Farbung wurden folgende Demaskierungslésungen verwendet:
MMP-1: Antigen-Demaskierung TRS-EDTA

MMP-9: Antigen-Demaskierung TRS-EDTA

TIMP-1: Antigen-Demaskierung TRS-Citrat

TIMP-2: Antigen-Demaskierung TRS-EDTA
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3. Endogene Enzymblockierung:

Es erfolgte die endogene Enzymblockierung mit Hilfe einer Peroxidase-hemmenden

LAsung.

4. Interaktion mit jeweiligem primarem Antikdrper:

Nach Spulung mit einem Wash Buffer folgte die Interaktion mit dem jeweiligen priméaren
Antikdrper (verdinnt mit Antibody Dilutent) fir 45 min und erneuter Spulung mit dem

Wash Buffer zur Entfernung nicht gebundener Sekundarantikorper.

5. Polymerkonjugat:

Basierend auf der Polymerkonjugat-Methode erfolgte der Einsatz eines sowohl Enzym-
als auch antikdrpermarkierten Polymerkonjugats (Dako Real Envision) fur 20 min. Das
Pol ymerkonjugat mi t einem AR¢ckgratfi aus einen
neben 70 Enzymmolekiilen die Bindung von 10 Antikbrpermolekilen. Durch Konjugation
von Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Immunglobulin-Sekundarantikdrpern ist das System

jeweils fir mono- und polyklonale Primarantikdrper einsetzbar.

6. Chromogen:

Nach Spilung mit dem Wash Buffer wurde Diaminbenzidin-Chromogen fiir 12 min
verwendet, welches zu einem braunen, in Alkohol unldslichen Farbprodukt umgesetzt

wurde.

7. Gegenfarbung mit Hamatoxylin:

Um die histologische Beurteilung zu erleichtern, wurden die Schnitte nach Spilung mit

Wash Buffer und destilliertem Wasser mit Hamatoxylin-Lésung gegengefarbt.

8. Dehydratation:

Nach Entnahme der Schnitte aus dem Geréat erfolgte die Dehydratation durch eine
Alkoholreihe aufsteigender Konzentration (jeweils 2x 5 min 70%, 96%, 100% Ethanol)
und Xylol (3x 10 min).
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9. Eindecken:

SchlieB3lich wurden die Objekttrager mit einigen Tropfen Entellan bestrichen und mit

einem Deckglas versiegelt.

4.3.4 Qualitatskontrolle, Positivkontrollen

Zur Qualitatssicherung der immunhistochemischen Farbungen wurden bei jeder
Farbung Positivkontrollen angefertigt und beurteilt. Hierfir diente Gewebe, das laut
Antikérper-Datenblatt gesichert die Zielproteine exprimiert. Abbildung 3 stellt Aufnahmen

der Positivkontrollen dar. Es ergab sich in jedem Fall eine spezifische Farbung.

Abbildung 3: Positivkontrollen in 10-facher Vergrof3erung: MMP-1 in Tubulusepithelien
in Nierengewebe (oben Ilinks); MMP-9 in diffus verteilten Makrophagen in
Tonsillengewebe (oben rechts); TIMP-1 in Entzindungszellen in Colonschleimhaut
(unten links); TIMP-2 in Trophoblastzellen in Plazentagewebe (unten rechts)

4.3.5 Histologische Auswertung
Die Auswertung erfolgte gemeinsam mit den Pathologen des Pathologischen Instituts
des Universitatsklinikums Marburg. Um eine méglichst objektive Auswertung zu erzielen,

wurde die Graduierung der Farbungen sowohl von der Autorin als auch von zwei
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Pathologen verblindet ermittelt und anschlieBend gemeinsam reevaluiert. Dabei wurde
ein Lichtmikroskop der Firma Olympus verwendet, um die Schnitte in 10- bis 100-facher
VergroBerung zu untersuchen. Fur die Bewertung der Positivitat der
immunhistochemischen Farbungen wurde folgender semi-quantitativer (und

semiqualitativer) Score festgelegt:

Tabelle 5: Score nach Auspragung der immunhistochemischen Farbung (Expression)

Score Expression

0 negativ (keinerlei Farbung erkennbar)

1 schwach positiv und bei sehr wenigen Zellen (<10%)

2 mafig positiv, bei einem maRigen Teil der Zellen (10-50%)
3 stark positiv, bei einem Grol3teil der Zellen (>50%)

Die Score-Einteilung erfolgte in jedem Praparat jeweils fir die drei Gefallwandschichten
(Tunica intima, Tunica media und Tunica adventitia), um so eine genaue Differenzierung

des Expressionsmusters zu ermoglichen.

Zusatzlich erfolgte die Beurteilung der Gewebeschnitte in Hinblick auf die Probenqualitat
und Graduierung einer vorhandenen Atherosklerose, welche durch zwei unabhéngige
Beobachter validiert wurde. Als Bewertungsstandard diente die Klassifikation nach Stary
(Stary et al. 1995):

Tabelle 6: Histologische Klassifikation der Atherosklerose modifiziert nach Stary et al.
1995

Stadium Lasionstyp Histologische Beschreibung
I Initiale Lasion Intimale Lipoproteine und vermehrte
Makrophagen

Il AFatty St r |+Makrophagenakkumulation /
intrazellulare Lipide

i Praatherom Il + extrazelluléare Lipidpools

v Atherom Il + konfluierende extrazellulare Lipidpools
(Atheromkern) + strukturelle Intimaschaden

Vv Fibroatherom fibrése Kappe

VI komplizierte Lasion  Plagueruptur mit intramuraler Hamorrhagie

oder aufgelagerten Thromben
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Die in der Dissertation vorhandenen Bilder wurden mit einem Fotomikroskop der Firma

Ol ympus mit Hilfe der Al M50 Basissoftware

4.3.6 Radiologische Auswertung

Im Rahmen der Datensammlung erfolgte zuséatzlich in Kooperation mit der Klinik far
diagnostische und interventionelle Radiologie der Philipps-Universitat Marburg die
Untersuchung der praoperativ durchgefihrten CT-Bilder. Gemeinsam mit einem

Radiologen wurden mit Hilfe der Software IntelliSpace (Philips, Amsterdam,

Niederlande) der aortale Durchmesser der Pat i

Di git

enten

Pl anni ngfi achsengerecht und standardisiert ver

auf Hohe des Anulus, des sinutubularen Ubergangs sowie des tubuléaren Teils der Aorta

ascendens.

4.4 Ethikvotum

Diese Studie wurde der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-
Universitat Marburg vorgelegt und unter dem Aktenzeichen 70/16 und 22/20 genehmigt.
Das positive Ethikvotum der Ethikkommission wurde im September 2016 und August
2020 erteilt.

4.5 Statistik
Statistische VorlUberlegungen und Berechnungen wurden mit der Unterstiitzung des

Instituts flr Medizinische Bioinformatik und Biostatistik der Philipps-Universitat Marburg

ermoglicht. Zur statistischen Analyse wurde das Pr ogr amm Al BM SPSS St atii

(IBM Corporation 1911, New York, USA) genutzt.

Bei kontinuierlichen Variablen, wie z.B. das Patientenalter wurden deskriptive Statistiken
wie Mittelwert, Minimum, Maximum und Median verwendet. Bei Variablen wie
Geschlecht und Komorbiditaten wurden die Haufigkeiten ausgewertet. Die Messwerte
werden in Diagrammen als Balkendiagramme und Box-plots dargestellt. Statistische
Vergleiche aller Gruppen erfolgten unter Verwendung des nicht-parametrischen Kruskal-
Wallis-Test mit Anwendung der Bonferroni-Korrektur fir mehrere Tests. Zuséatzlich
erfolgte fur Analyse eines moglichen Zusammenhangs zwischen zwei Variablen eine

Rangkorrelation nach Spearman.

Als signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angesehen. Ein

Signifikanzniveau von p < 0,001 wurde als hoch signifikant erachtet.
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5 Ergebnisse

5.1 Patientendatenanalyse

5.1.1 Alters - und Geschlechtsverteilung

Von den insgesamt 111 betrachteten Patienten lag das Alter zum Zeitpunkt des
Eingriffes zwischen 28 und 85 Jahren mit einem medianen Alter von 64 Jahren. In der
Gruppe der Aortenaneurysmen lag das mediane Alter bei 65 Jahren. Die Gruppe der
Dissektion war im Vergleich mit einem Median von 60 Jahren junger. Der Median in der
Gruppe der Aortengesunden lag mit 78 Jahren deutlich héher als in den Gruppen der

Aortopathien.

Von den insgesamt 111 Patienten waren 81 mannlich (entsprechend 73,0 %) und 30
weiblich (entsprechend 27,0 %). In allen Gruppen Uberwiegte der Anteil an mannlichen
Patienten (Aneurysma 76,9 %, Dissektion 69,2 %, Aortengesunde 71,4 %).

5.1.2 Praoperative Komorbiditaten

Von den 111 Patienten hatten 98 Patienten zusétzlich mindestens eine kardiovaskular
relevante Nebendiagnose. Hierzu zahlte die arterielle Hypertonie, koronare
Herzerkrankung (KHK), die biskuspide/bikuspidalisierte Aortenklappe (BAV), Diabetes
mellitus Typ 1 und Typ 2 und Herzrhythmusstorungen. Nur 13 der 111 Patienten
(entsprechend 11,7 %) hatten keine relevanten Komorbiditdten. Die héaufigste
Nebenerkrankung in den Gruppen Aneurysma und Dissektion war die arterielle
Hypertonie, gefolgt von KHK und anschliel3end einer bikuspiden oder bikuspidalisierten
Aortenklappe. Am seltensten waren Herzrhythmusstérungen und Diabetes mellitus Typ
2 (siehe Abb. 4). Die Gruppen zeigten ahnliche Haufigkeiten von Komorbiditaten mit
einem kardiovaskularen Risiko, hierbei spricht ein p-Wert > 0,05 fir eine gleiche

Verteilung unter den Gruppen ohne Unterschied (siehe Tab. 7).

Ausgenommen davon ist die KHK, welche in der aortengesunden Kontrollgruppe
grofRtenteils aus Aortenpunches von Patienten mit aortokoronarem Bypass bestand. In
dieser Gruppe zahlt die KHK neben der arteriellen Hypertonie als haufigste

kardiovaskulare Erkrankung (85,7 %).

33



Tabelle 7: Vergleich der Haufigkeiten praoperativer Komorbiditaten

Komorbiditaten Aneurysma Dissektion Gesund p-Wert
(n=52) (n=52) (n=7)
Hyperlipidamie 23,1% 21,2% 28,6% 0,813
Arterielle Hypertonie 73,1% 75,0% 85,7% 0,823
KHK 38,5% 19,2% 85,7% 0,030
Diabetes mellitus 11,5% 3,8% 28,6% 0,140
Herzrhythmusstérungen 17,3% 11,5% 0% 0,402

Komorbiditaten

100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
ol I n
0% —
aHT KHK

Diabetes HRST BAV
mellitus

keine
Aneurysma M Dissektion m Gesund

Abbildung 4: Haufigkeit kardiovaskularer Komorbiditaten, aHT = arterielle Hypertonie,
KHK = koronare Herzkrankheit, HRST = Herzrhythmusstérungen, BAV =
bikuspide/bikuspidalisierte Aortenklappe

Préoperativ erhielten zudem alle Patienten eine transésophageale Echokardiographie
(TEE) zur Beurteilung der Ejektionsfraktion (EF). Die Einteilung erfolgte nach
Empfehlung der ASE (American Society of Echocardiography) und EACVI (European
Association of Cardiovascular Imaging) je nach gemessener EF in 4 Gruppen: normale
EF (>52%), leichtgradig eingeschrankte (41-51%), mittelgradig eingeschrankte (30-40%)
und hochgradig eingeschrankte Pumpfunktion (<30%) (Lang et al. 2015). In der Gruppe
der Aneurysmen hatten 76,9% der Patienten praoperativ eine normale EF, in der Gruppe

der Dissektionen 70,6% und in der Gruppe der Aortengesunden 80%.

Insgesamt zeigt die Auswertung der kardiovaskularen Komorbiditaten und der EF (siehe
Tab. 8), dass bei Betrachtung der drei untersuchten Gruppen von einem gleichen

Risikoprofil ausgegangen werden kann.
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Tabelle 8: Einteilung der EF nach Lang et al. 2015 anhand praoperativer TEE mit

Haufigkeit in den untersuchten Gruppen

EF Aneurysma Dissektion Gesunde Total
normal 76,9 % 70,6 % 80,0 % 74,1 %
leichtgradig 13,5% 15,7 % 20,0 % 14,8 %
eingeschrankt

mittelgradig 9,6 % 11,8 % 0,0 % 10,2 %
eingeschrankt

hochgradig 0,0 % 2,0% 0,0 % 0,9 %

eingeschrankt

5.1.3 Perioperative Komplikationen

Im Rahmen des Ascendensersatzes lag die Rate an perioperativen Komplikationen in

der Gruppe der Aneurysmen bei 46,2 %, in der Gruppe der Dissektionen bei 69,2 %.

Wahrend beim Aneurysma vor allem Arrhythmien

und Blutungen zu den haufigsten

Komplikationen gehdrten, wurden in der Gruppe der Dissektionen vor allem Blutungen,

Ischamien und Infektionen beobachtet. Die Mortalitat lag in der Gruppe der Dissektionen

mit 21,2 % deutlich hdher als in der Gruppe der Aneurysmen (3,8 %).

perioperative Komplikationen

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0% .

keine Arrythmien Blutung Infektion Ischamie Tod

Aneurysma m Dissektion

Abbildung 5: Unterteilung perioperativer Komplikationen nach Haufigkeit in Prozent in

den Gruppen Aneurysma und Dissektion
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5.2 Untersuchung auf Atherosklerose

Bezuglich der Probenqualitat erfolgte die zusatzliche Beurteilung der Gewebeschnitte
auf das Vorliegen von Atherosklerose sowie einer histologischen Graduierung bei
Nachweis eben dieser. Als Bewertungsstandard diente die Klassifikation nach Stary
(Stary et al. 1995). In 35,1 % aller Proben war histologisch keine Atherosklerose
nachweisbar. In den untersuchten Proben variierte die Auspragung der Atherosklerose
stark. Abb. 6 zeigt beispielhaft die Ausprdgung von einer leichten bis schweren

Auspragung der Atherosklerose.

In der Gruppe der Aortengesunden konnte in allen Proben keine Atherosklerose
nachgewiesen werden. Zwischen den Gruppen Aneurysma und Dissektion bestand in
den Aortenproben eine ahnliche Verteilung in der Auspragung der Atherosklerose. Abb.
7 stellt die Haufigkeit der unterschiedlichen Stadien (von keiner Atherosklerose bis zu
Grad 6) in den unterschiedlichen Gruppen dar.

Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung der unterschiedlichen Auspragung der
Atherosklerose: Grad 2 mit Schaumzellen/A f at t y insder intme Kirsk§ioben); Grad
4 mit reichlich Cholesterin-haltigem Atherom (rechts oben); Grad 6 mit Plaque mit
Ossifikation (Knochenbélkchen) und dazwischenliegenden Markraumen (links unten)
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Abbildung 7: Ausprédgung der Atherosklerose in den untersuchten Gruppen
(Klassifikation nach Stary et al. 1995)
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5.3 Untersuchung auf eine zystische Mediadegeneration
Zur Beurteilung der muskularen GefaBwandschicht erfolgte die histologische
Auswertung der Media mit Hilfe der HE-Farbung und der Elastika-Farbung. In der HE-

Farbung lieRen sich optisch leere Licken im Bereich der Media erkennen, in denen die
Muskelfasern auseinanderweichen.

Abbildung 8: HE-Farbung mit Licken in der Media in 4-facher VergréR3erung (oben) und
20-facher VergroR3erung (unten) als Zeichen der zystischen Mediadegeneration
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Um die elastischen Fasern sichtbar zu machen, erfolgten bei allen Proben Elastika-
Farbungen nach van Gieson. Durch Adsorption des Resorcin-Fuchsin-Farbstoffes
werden die sauren Fasern, welche aus Elastin und Fibrillin bestehen, gefarbt und
erscheinen dunkel-violett. Eine Fragmentation der elastischen Fasern kann somit in der

Elastika-Farbung sichtbar gemacht werden.

Abbildung 9: Elastika-van-Gieson-Farbung in 20-facher VergroRerung mit
Fragmentation der elastischen Fasern als Zeichen der zystischen Mediadegeneration

In der statistischen Auswertung zeigt sich in der Gruppe Aneurysma bei 50,0 % der
Proben das Bild einer zystischen Mediadegeneration. In der Gruppe Dissektion war die
zystische Mediadegeneration mit 60,8 % haufiger nachzuweisen. In der Gruppe
Aortengesunde zeigte sich kein Hinweis auf eine zystische Mediadegeneration.
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54 Expression von MMPs und ihren Gewebeinhibitoren

Es erfolgten immunhistochemische Untersuchungen der Proben mit den Antikérpern fur
MMP-1, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2. Da die Farbintensitat zwischen einzelnen
GefalRwandabschnitten stark variierte, erfolgte fur jedes Praparat flr die jeweiligen
Wandschichten eine separate Beurteilung und Vergabe eines Scores, wie im Abschnitt
Methodik beschrieben.

541 MMP-1
Nicht in allen untersuchten Aortenproben konnte MMP-1 nachgewiesen werden. Die

Bewertungsskala der Farbungsintensitat umfasst daher einen Score von 0 bis 3.

Abbildung 11 stellt die Farbungsintensitét in den vier Bewertungsstufen beispielhaft dar.

In der Gruppe der Aortengesunden zeigte sich bei allen Proben in allen Wandschichten
ein Score von 0 (71,4 %) und 1 (28,6 %). Ein Score Uber 1 konnte in dieser Gruppe nicht

nachgewiesen werden.

Es wurde mittels Kruskal-Wallis-Test die MMP-1-Expression in allen Gruppen
verglichen. Hierbei zeigte sich in der Intima (p = 0,55) und in der Media (p = 0,179) kein

signifikanter Unterschied.

Im Gegensatz dazu lie sich in der Adventitia im Vergleich zwischen den Gruppen
Aneurysma und Dissektion ein hochsignifikanter Unterschied nachweisen mit vermehrter
Expression in der Gruppe Dissektion (p < 0,001). Abb. 12 stellt den Vergleich aller drei
Gruppen graphisch mittels Boxplot dar. Der Unterschied in der Expression in der
Adventitia zwischen den Gruppen Aneurysma und Dissektion wird durch Abb. 13

verdeutlicht.
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Abbildung 11: Immunhistochemische Bewertung von MMP-1: Score 0 = keine
Expression, Score 1 = positiv in wenigen Zellen, Score 2 = positiv bei einem
mafigen Teil der Zellen, Score 3 = stark positiv bei einem groReren Teil der Zellen
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Abbildung 12: Boxplot des Medians der ermittelten Scores fiur MMP-1 in allen Gruppen
in den unterschiedlichen Wandschichten
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5.4.2 MMP-9
Nicht in allen untersuchten Aortenproben konnte MMP-9 nachgewiesen werden. Die

Bewertungsskala der Farbungsintensitat umfasst daher einen Score von 0 bis 3.

Abbildung 14 stellt die Farbungsintensitét in den vier Bewertungsstufen beispielhaft dar.

In der Gruppe der Aortengesunden zeigte sich keine Expression von MMP-9 in allen

Wandschichten, lediglich eine Probe zeigte einen Score von 1 in der Intima.

In den Gruppen Aneurysma und Dissektion zeigte sich nur eine leichte Farbung in der
Intima, Uberwiegend mit einem Score von 0 bei mehr als der Hélfte, gefolgt von einem
Score von 1 ohne Hinweis auf einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen
(p =0,169).

Im Gegensatz dazu lieRen sich in der Media und Adventitia die grof3ten Unterschiede
mit vermehrter Expression in Dissektionen (Score 2 und Score 3 in 44,2 % der
Dissektionen versus 5,8 % in Aneurysmen) nachweisen. Wahrend in der Gruppe
Gesunde in 100 % und in der Gruppe Aneurysma in 61,5 % keine Féarbung (Score 0)
nachweisbar war. Abb. 16 verdeutlicht die Diskrepanz in der Expression von MMP-9 in
den Gruppen Aneurysma und Dissektion. Sowohl im Vergleich von Aneurysma und
Dissektion als auch im Vergleich Gesunde und Dissektion liel3 sich ein hochsignifikanter
Unterschied nachweisen (p < 0,001). Abb. 15 stellt den Vergleich graphisch mittels
Boxplot des Medians dar.
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Abbildung 14: Immunhistochemische Bewertung von MMP-9: Score 0 = keine
Expression, Score 1 = positiv in sehr wenigen Zellen, Score 2 = positiv bei einem
mafigen Teil der Zellen, Score 3 = stark positiv beim Grof3teil der Zellen
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Abbildung 15: Boxplot des Medians der ermittelten Scores fir MMP-9 in allen Gruppen

in den unterschiedlichen Wandschichten
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Abbildung 16: Vergleich der Expression MMP-9 zwischen Aortenaneurysma und
Dissektion im Bereich der Intima (oben links), Media (oben rechts) und Adventitia (unten
links)
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543 TIMP-1
Nicht in allen untersuchten Aortenproben konnte TIMP-1 nachgewiesen werden. Die

Bewertungsskala der Farbungsintensitat umfasst daher einen Score von 0 bis 3.

Abbildung 18 stellt die Farbungsintensitat in den vier Bewertungsstufen beispielhaft dar.

In der Gruppe der Aortengesunden konnte bei 100 % kein TIMP-1 nachgewiesen

werden.

Die Verteilung von TIMP-1 in der Intima zeigt im Gruppenvergleich zwischen Aneurysma
und Gesunden einen signifikanten Unterschied (p = 0,023) mit vermehrter Expression in
der Gruppe Aneurysma. Im einzelnen Vergleich zwischen Aneurysma und Dissektion

zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied.

Betrachtet man die TIMP-1 Expression in der Media und Adventitia, so zeigt sich ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Aneurysma und Dissektion sowie
zwischen den Gruppen Gesunde und Dissektion mit erhéhter Expression in Dissektionen

(p < 0,001). Abb. 18 stellt den Vergleich graphisch mittels Boxplot des Medians dar.
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Abbildung 17: Immunhistochemische Bewertung von TIMP-1: Score 0 = keine
Expression, Score 1 = positiv in sehr wenigen Zellen, Score 2 = positiv bei einem
mafigen Teil der Zellen, Score 3 = stark positiv beim Grof3teil der Zellen
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Abbildung 18: Boxplot des Medians der ermittelten Scores fur TIMP-1 in allen Gruppen
in den unterschiedlichen Wandschichten
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Abbildung 19: Vergleich der Expression TIMP-1 zwischen Aortenaneurysma und
Dissektion im Bereich der Intima (oben links), Media (oben rechts) und Adventitia (unten

links)
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5.4.4 TIMP-2
Nicht in allen untersuchten Aortenproben konnte TIMP-2 nachgewiesen werden, zudem

lie’ sich in keiner Probe eine Farbintensitdt mit einem Score von 3 nachweisen.
Abbildung 21 stellt die Farbungsintensitat in den Bewertungsstufen beispielhaft dar.

In der Gruppe Aortengesunde konnte in allen Proben in keiner Wandschicht TIMP-2

nachgewiesen werden.

In der Intima zeigt sich eine vermehrte Expression von TIMP-2 in der Gruppe Aneurysma
(p < 0,001). In der Adventitia lie? sich eine vermehrte Expression in der Gruppe
Dissektion nachweisen mit statistischer Signifikanz (p = 0,021). Abb. 21 stellt den

Vergleich graphisch mittels Boxplot des Medians dar.

Im Gegensatz dazu zeigte sich in der Media kein signifikanter Unterschied zwischen
allen Gruppen (p = 0,98).
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Abbildung 20: Immunhistochemische Bewertung von TIMP-2: Score 0 = keine
Expression, Score 1 = positiv in sehr wenigen Zellen, Score 2 = positiv bei einem
mafigen Teil der Zellen
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Abbildung 21: Boxplot des Medians der ermittelten Scores fur TIMP-1 in allen Gruppen
in den unterschiedlichen Wandschichten
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Abbildung 22: Vergleich der Expression TIMP-2 zwischen Aortenaneurysma und
Dissektion im Bereich der Intima (oben links), Media (oben rechts) und Adventitia (unten
links)
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5.5 Radiologische Auswertung

Mit Hilfe des radiologischen Programms IntelliSpace wurden préaoperative CT-Bilder
ausgewertet mit besonderem Augenmerk auf den aortalen Durchmesser (Diameter). Die
Messung erfolgte systematisch angepasst an den Verlauf der Aorta achsengerecht auf
Hohe des Anulus, des sinutubularen Ubergangs (englisch Sinutubular junction, kurz
STJ) und im Bereich der Aorta ascendens. Zudem erfolgte die Bestimmung des
maximalen Aortendurchmessers. Da es sich bei der Gruppe Aneurysma meist um
elektive Eingriffe zum Ascendensersatz handelte, war hier bei fast allen Patienten
praoperativ eine Bildgebung erfolgt, grofdtenteils mittels CT. In der Gruppe Dissektion
erfolgte aufgrund der akut lebensbedrohlichen Situation bei 13 Patienten keine
préoperative CT. In der Gruppe der Aortengesunden erhielt kein Patient praoperativ eine

CT, sodass diese Gruppe nicht mit einbezogen werden konnte.

Anhand der vorliegenden Messwerte zeigte sich insgesamt eine grol3e Variation des
Diameters zwischen den einzelnen Patienten mit Messwerten im Bereich zwischen 22,5
und 67 mm. Insgesamt zeigte sich, unabhangig von der Gruppe der maximale Diameter
meist im Bereich der Aorta ascendens. Im Vergleich zwischen den Gruppen Aneurysma
und Dissektion zeigte sich in der Gruppe Dissektionen in allen gemessenen Abschnitten
der Aorta ein geringerer Durchmesser. Im Vergleich beider Gruppen mittels Mann-
Whitney-U-Test zeigte sich der unterschied in den Bereichen Anulus und Aorta

ascendens statistisch signifikant (siehe Tab. 9).

Tabelle 9: Gemessene Diameter in den Abschnitten des Aortenanulus (Anulus),
Sinutubularen Ubergangs (STJ), der Aorta Ascendens (Aorta asc.) sowie des maximalen
(max.) Diameters

Diameter in mm Aneurysma Dissektion p-Wert

Anulus , Median 34,6 29,1 0,006
Bereich 22,5-50,2 23,2-39,9

STJ, Median 47,4 41,8 0,272
Bereich 32,3-61,2 29,4-59,0

Aorta asc ., Median 50,3 44.4 0,003
Bereich 39,6-67,0 33,1-59,0

Max. Diameter , Median 51,5 46,7 0,003
Bereich 39,6-67,0 33,1-59,0
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Abbildung 23: Boxplot des Medians des aortalen Durchmessers in den Bereichen
Anulus, Sinutubuléarer Ubergang (STJ = sinutubujular junction) und Aorta ascendens
(Aorta asc.)

In der statistischen Untersuchung der Expression von MMP-1 und MMP-9 mit dem
maximalen aortalen Durchmesser mittels Spearman-Test zeigt sich kein Hinweis auf

eine signifikante Korrelation zwischen diesen beiden Variablen (siehe Tab. 10).

Tabelle 10: Korrelation mit p-Wert nach Spearman von MMP-1- und MMP-9-
Expression mit dem maximalen Diameter der Aorta ascendens

Aneurysmen Dissektion

Korrelation mit p-Wert Korrelation mit p-Wert

max. Diameter max. Diameter
MMP-1 Intima 0,16532 0,34 0,09990 0,55
MMP-1 Media 0,38575 0,06 0,10346 0,53
MMP-1 Adventitia 0,22695 0,19 0,14005 0,40
MMP-9 Intima 0,21791 0,21 0,22135 0,18
MMP-9 Media 0,14837 0,39 0,16583 0,31
MMP-9 Adventitia 0,03123 0,86 -0,16840 0,31
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6 Diskussion
6.1 MMPs und TIMPs als Marker des EZM-Umbaus

Die Extrazellularmatrix befindet sich in einem konstanten dynamischen Umbauprozess
aus Synthese und Degradation (Zhang et al. 2009). Ursachlich fur die Entstehung von
Aortenaneurysmen und -dissektionen ist die Veranderung der EZM, sodass MMPs auch
hier eine zentrale Rolle spielen. Untersuchungen an Aortenaneurysmen zeigten bereits
eine erhohte Expression von MMPs im Vergleich zu gesunden Geweben. Insbesondere
die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 zeigten eine Verbindung zu Aortenaneurysmen,

Arteriosklerose und Intimahyperplasie (Vine und Powell 1991; Newman et al. 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von MMPs und ihren Inhibitoren mit
einer grofBen Fallzahl von 104 Patienten mit thorakalen Aortenaneurysmen und -
dissektionen anhand immunhistochemischer Farbungen analysiert. Zusatzlich wurden
auch Proben einer Kontrollgruppe, welche als aortengesund gezéhlt wurden, analysiert.
Als reprasentative MMPs wurden MMP-1 und MMP-9 ausgewahlt. MMP-1 wurde als
Vertreter der Kollagenasen gewahlt, welcher (neben MMP-8, -13 und -18) in der Lage
ist, interstitielles Kollagen 1, 2 und 3 abzubauen. MMP-9 als Vertreter der Gelatinase
kann (neben MMP-2) Gelatine, die denaturierte Form von Kollagen sowie Elastin
abbauen und ist bereits in vielen kardiovaskuldren Erkrankungen als wichtiger Faktor
beteiligt (Visse und Nagase 2003). TIMP-1 und TIMP-2 wurden als Vertreter der
Inhibitoren gewahlt, welche sowohl l6slich als auch auf Zelloberflachen exprimiert

werden.

Bisherige Untersuchungen zu Aortopathien richteten den Fokus vor allem auf die
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9, die durch Abbau von Elastin einen Elastizitatsverlust
der GefalRwand begiinstigen. Tierversuche zeigten in MMP-9-defizienten Mausen eine
verminderte Ausbildung von thorakalen Aortenaneurysmen unter Provokation durch
Calciumchlorid. Hierbei war bei fehlendem MMP-9 zwar die Expression der Gelatinase
MMP-2 kompensatorisch hochreguliert, dennoch kam es unter Provokation nur zu
milden Aneurysmen, sodass sich daraus herleiten liel3, dass von den Gelatinasen vor
allem MMP-9 eine zentrale Rolle im Abbau der EZM in der aortalen GefalRwand spielt
(Ikonomidis et al. 2005). Durch die Bestimmung von MMP-1 sollte in dieser Arbeit
zusatzlich untersucht werden, ob auch der Abbau von Kollagen in Aortenaneurysmen

und -dissektionen &tiologisch eine Rolle spielt.

In der vorliegenden Arbeit waren in den untersuchten erkrankten Aortenpraparaten
(Aneurysmen und Dissektionen) sowohl MMP-1 als auch MMP-9 nachweisbar, wéahrend
in der gesunden Kontrollgruppe keine oder nur eine leichte immunhistochemische
Farbung nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich zwischen Aneurysmen und

Dissektion zeigten sich hochsignifikante Unterschiede (p < 0,001) mit héheren Scores
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und somit einer vermehrten Expression von MMP-1 und MMP-9 in den Dissektionen.
Diese Ergebnisse werden durch eine vorangegangene Studie von Koullias et al.
bestatigt, die eine erhdohte Expression vom MMP-2 und MMP-9 in Aortopathien
nachweisen konnte und in einer kleinen Subgruppe von thorakalen Aortendissektionen
ebenfalls eine erhdhte Expression dieser MMPs zeigte. Des Weiteren konnte eine
Imbalance zwischen MMPs und ihren Inhibitoren zugunsten der MMPs festgestellt
werden (Koullias et al. 2004). Die vorliegende Arbeit konnte mit einer deutlich héheren
Fallzahl die bisherigen Ergebnisse erganzen und bestétigen, dass die Expression von
MMP-9 in thorakalen Aortendissektionen hoher ist. Zudem zeigt die vermehrte
Expression der Kollagenase MMP-1, dass auch der Abbau von Kollagen eine wichtige

Rolle in der Entstehung von Aortendissektion- und Aneurysmen spielt.

Die Auswertung der Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 zeigte vergleichbare Ergebnisse wie
bei MMP-1 und MMP-9. Die Inhibitoren waren im gesunden Gewebe kaum nachweisbar,
wahrend sich in den Gruppen Aneurysma und Dissektion eine erhéhte Expression mit
héheren Scores nachweisen lie3. Der direkte Vergleich dieser beiden Gruppen zeigte
ebenfalls eine erhthte Expression in den Dissektionen. Die Ergebnisse weisen daher
auf eine kompensatorische Hochregulation der Inhibitoren bei erhéhter MMP-Aktivitat
hin. Eine Imbalance zwischen MMPs und TIMPs konnte nicht nachgewiesen werden.
Insgesamt bestétigt sich die Hypothese, dass ein Unterschied in der Expression
zwischen gesundem und erkranktem Aortengewebe besteht. Zudem zeigt sich auch ein
signifikanter Unterschied mit hoherer Expression von MMPs und TIMPs in den

thorakalen Aortendissektionen im Vergleich zu thorakalen Aortenaneurysmen.

6.2 Lokalisation der MMP und TIMP -Expression

Betrachtet man den Ort der Expression, so zeigt sich nur im Bereich der Adventitia ein
signifikanter Unterschied mit erhohter Expression von MMP-1 in der Gruppe der
Dissektionen im Vergleich zur Gruppe der Aneurysmen. Zudem zeigten sich hohere
Scores von MMP-9 in den Dissektionen im Bereich der Media und Adventitia, wahrend
in der Intima kein signifikanter Unterschied nachweisbar war. Auch bei den Inhibitoren
TIMP-1 und TIMP-2 lasst sich die erhdhte Expression im Bereich der Media und
Adventitia von Dissektionen mit einem Maximum von TIMP-1 in der Media und Adventitia

und TIMP-2 in der Adventitia der Dissektionen nachweisen.

Interessanterweise zeigt TIMP-2 (im Gegensatz zu MMP-1, MMP-9 und TIMP-1) als
einziger untersuchter Marker im Bereich der Intima einen Unterschied in der Gruppe
Aneurysma gegenuber dem gesunden Gewebe. TIMP-2 nimmt hierbei eine besondere
Rolle ein, da es nicht nur in der Lage ist, als Inhibitor der MMPs zu agieren, sondern

auch als Aktivator fur MMP-2 fungiert. Zudem kann TIMP-2 unabh&ngig von Aktivierung
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und Inaktivierung von MMPs die Proliferation von Endothelzellen unterdriicken und eine
Inhibition der Angiogenese bewirken (Seo et al. 2003). Endothelzellen kénnen eine
Ausschittung von Wachstumsfaktoren bewirken und somit chronisch-entziindliche
Umbauprozesse anstof3en. Daher wird die erhéhte Expression von TIMP-2 in der Intima

eher durch eine kompensatorisch hochregulierte Hemmung der Endothelzellen erklart.

Insgesamt zeigt sich keine erhdhte Expression von MMP-1, MMP-9 und TIMP-1 im
Bereich der Intima. Daher ist davon auszugehen, dass Umbauprozesse in der Intima nur
eine untergeordnete Rolle in der Entstehung von Aortenaneurysmen und -dissektionen
spielen. In der histologischen Beurteilung der Intima wurde auch das Vorliegen einer
Atherosklerose und auch der Grad der Ausprégung analysiert. Es zeigte sich nach
Auswertung des Artherosklerose-Grades eine gleiche Verteilung ohne Unterschiede in
den Gruppen der Aneurysmen und Dissektionen. Daher wurden die Ergebnisse in der
Intima nicht durch die Atherosklerose als Confounder beeinflusst. Zwar ist der Einriss in
die Intima das pathognomonische Ereignis zu Beginn der Dissektion, der den Austritt
von Blut in die GefalBwand ermdéglicht und so ein wahres und ein falsches Lumen
erzeugt. Dennoch sprechen die vorliegenden Ergebnisse daflr, dass eine Schwache der

dahinter liegenden Wandschichten ursachlich fir die Entstehung der Dissektion ist.

Die Aorta als grof3tes herznahes Gefal ist starken mechanischen Kraften ausgesetzt.
Dazu zahlen Scherkréafte, Druck- und Anspannungskrafte, welche zu einer hohen
Strapazierung der GefaBwand fuhren. Betrachtet man Risikofaktoren, die eine
Schwachung der Gefallwand begunstigen, so findet man in der Literatur die arterielle
Hypertonie mit 72,1% als haufigsten Risikofaktor (Hagan et al. 2000). Auch in der
vorliegenden Datenauswertung war die arterielle Hypertonie mit einer Pravalenz von
73,1 % und 75,0 % der haufigste Risikofaktor bei den beiden Gruppen der Aneurysmen
und Dissektionen. Die Intima, bestehend aus Endothelzellen, welche das Gefal von
innen auskleiden, ist dem unmittelbar mechanischen Stress durch erhdhte
Druckverhaltnisse im Rahmen der arteriellen Hypertonie direkt ausgesetzt. Scherkrafte
kdnnen zur Produktion von Wachstumsfaktoren wie TGF-3 fuhren, welche zu einer
Zellproliferation und Produktion von EZM fuhren. Es erfolgt ein Umbau (Remodeling) der
GefaRwand, um dem erhdhten Druck standzuhalten zu kénnen. Die vorliegenden
Ergebnisse mit Bezug auf die Lokalisation der erhfhten MMP-Aktivitdt weisen darauf
hin, dass vor allem eine perivaskulare Inflammation in der auf3eren Bindegewebsschicht
der Aorta die Formation von Aortendissektionen begulnstigt und das Remodeling
hauptsachlich im Bereich der Media und Adventitia stattfindet. Untersuchungen zum
Marfan-Syndrom zeigten in vitro, dass die Mutation im Fibrillin-1 (FBN1)-Gen primér zu
einem Elastizitatsverlust in der Media und somit zum friihzeitigen Auftreten von Ektasien

und Dissektionen der Aorta sowie Veranderungen an der Aortenklappe fuhrt. FBN1-
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Mutationen kdnnen zu einer erhdhten Ausschittung von TGF-R fihren, welches eine
erhdhte Apoptose und somit den Untergang glatter Muskelzellen bewirkt (Grewal und
Gittenberger-de Groot 2018). Auch Osada et al. konnte in Gewebe von
Aortendissektionen in 95% der Falle eine Atrophie von glatten Muskelzellen und eine
Fragmentation der elastischen Fasern im auRReren Drittel der Media am Ubergang zur
Adventitia nachweisen. Zudem zeigten sich sklerotische Veranderungen der Vasa
vasorum, kleinste Gefal3e, die die Gefallwand von auf3en nach innen versorgen (Osada
et al. 2013). Im Tierversuch zeigte sich, dass eine induzierte Hypoxie zu einer
Veranderung der Vasa vasorum und einer vermehrten Auspragung von abdominellen
Aortenaneurysmen fuhrte (Tanaka et al. 2015). Nach neusten Erkenntnissen spielt die
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung durch die Vasa vasorum eine zentrale Rolle in der
Entstehung von Aortopathien und man geht von einem Hypoxie-induziertem Umbau aus.
Es wird vermutet, dass die arterielle Hypertension und erhéhte Wandspannung zu einer
verminderten Perfusion und somit zu einer Hypoxie der GefalBwand fihrt. Dies
begiinstigt eine Degeneration der EZM. In Gewebe von Aortenaneurysmen und -
dissektionen konnte eine erhdhte Expression des Hypoxie-Markers Carboanhydrase-9
nachgewiesen werden (Niinimaki et al. 2016). Unter hypoxischen Bedingungen kommt
es zu einer Ausschiittung von Angiogenese-Faktoren, die eine Neovaskularisation
fordern. Hierzu zéhlen unter anderem der Hypoxie-induzierte Faktor-1-alpha (HIF-1U0 )
und der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF). Das von MMP-1 und MMP-9
freigesetzte Kollagen 1 fuhrt unter anderem zu einer vermehrten Sekretion von VEGF
als vaskularen Wachstumsfaktor, der die Angiogenese initiiert. Dies erklart die
vorliegenden Untersuchungsergebnisse, dass MMP-1 und MMP-9 in Dissektionen
erhoht exprimiert werden. Auch die erhdhte Expression von TIMP-1 und TIMP-2 wird
zum einen durch die kompensatorisch vermehrte Expression zur Inhibition von MMP-1
und MMP-9 erklart. Zum anderen ist TIMP-2 auch als direkter Inhibitor der Angiogenese
bekannt (Seo et al. 2003), welches die maximale Expression im Bereich der Adventitia
erklart. Mehrere Studien konnten eine VEGF-induzierte Angiogenese in
Aortendissektionen nachweisen (Del Porto et al. 2014; Niinim&ki et al. 2018). Diese im
Rahmen der Inflammation neu gebildeten Mikrovaskularisationen neigen zu
Malformationen und Dysfunktion und bilden eine zusatzliche Schwachstelle in der
GefalRwand (Billaud et al. 2018). So liel3 sich unter Betrachtung der Dissektionsmembran
vor allem im Bereich dieser Mikrovaskularisationen der Riss lokalisieren (Osada et al.
2013).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ebenfalls auf eine
erhohte perivaskulére Inflammation in den &uReren GefalRwandschichten der Aorta hin,
welche eine Neovaskularisation und so die Entstehung von Aortendissektionen

beglnstigt.
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6.3 MMPs und der aortale Durchmesser

Nach aktuellem Stand der Wissenschaft beglnstigen zwei Faktoren eine
Aortendissektion: zum einen eine Belastung durch biomechanische Krafte, denen die
GefalRwand der Aorta ausgesetzt ist, zum anderen eine GefaBwandschwache durch
Umbau der EZM. Nach dem Gesetz von LaPlace, steigt die Wandspannung mit
zunehmendem Durchmesser. Da in der Gruppe der Aneurysmen im Median ein gré3erer
aortaler Durchmesser bestand, ist davon auszugehen, dass diese Aorten auch einer
héheren Wandspannung ausgesetzt waren. Daher scheint der mechanische Stress und
die erhéhte Wandspannung allein nicht ausschlaggebend fir die Entstehung einer
Dissektion zu sein. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Hypothese,
dass die erhdhte MMP-Aktivitat mit Schwéchung der GefalBwand einen zentralen
Pathomechanismus in der Atiologie der Aortendissektion darstellt. Da in der
vorliegenden Arbeit beide untersuchte Gruppen ein vergleichbares kardiovaskuléres
Risikoprofil mit gleicher Rate an arterieller Hypertension, vergleichbarer kardialer
Pumpfunktion (EF) und Nebenerkrankungen aufwiesen, sind die Ergebnisse der

histologischen Untersuchungen grof3tenteils unabhangig von auieren Einflussfaktoren.

Die Hypothese, dass der Grad der MMP- und TIMP-Expression mit dem Durchmesser
der Aorta korreliert, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Es zeigte
sich in der statistischen Auswertung des aortalen Durchmesser in den unterschiedlichen
Abschnitten der Aorta keine signifikante Korrelation zur MMP-1- und MMP-9-Expression
(siehe Tab. 10). Zudem zeigten sich in der Gruppe der Dissektion deutlich hthere Scores
an MMP-1, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2, obwohl im Median der aortale Durchmesser in
der Gruppe der Aneurysmen grofRer war. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
McMillan et al.,, die den Gehalt an MMP-9-mRNA mittels PCR in Gewebe von
abdominellen Aortenaneurysmen bestimmten. Es zeigte sich zwar eine erhohte
Expression von MMP-9-mRNA in Aneurysmen im Vergleich zu Patienten ohne
Aneurysma, jedoch ohne Korrelation mit dem aortalen Durchmesser (McMillan et al.
1997). Daher ist davon auszugehen, dass sowohl thorakal als auch abdominell keine

Korrelation des aortalen Durchmessers zur MMP-Expression vorliegt.

6.4 Limitationen der Studie

Die Untersuchung zur immunhistochemischen Farbung von MMP-1, -9, TIMP-1 und
TIMP-2 lieferte hochsignifikante Ergebnisse, die aufgrund der hohen Fallzahl eine
deutliche  Aussagekraft besitzen. Dennoch stellt die Auswertung der
immunhistochemischen Féarbung lediglich eine Momentaufnahme zum Zeitpunkt der
Probenentnahme dar. Da es sich bei den thorakalen Aortendissektionen um Notfélle

handelte, sind alle Gewebeproben der Aorta ascendens innerhalb weniger Minuten bis
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Stunden nach Diagnosestellung enthnommen worden und stellen eine Momentaufnahme
zum akuten Zeitpunkt der Dissektion dar. Eine Kausalitat lasst sich daher anhand dieser
Studie nicht eindeutig beweisen. Jedoch zeigen multiple Studien anhand von in vivo-
und in vitro-Modellen, dass z.B. eine erhdhte Aktivitat von MMPs zur Entstehung von

Aortenaneurysmen beitragt (Ikonomidis et al. 2005; LeMaire et al. 2018).

Die Gruppen Aneurysma, Dissektion und Aortengesunde wiesen anhand der
Patientendatenauswertung gleiche kardiovaskulare Risikoprofile auf, sodass die
Gruppen statistisch gut miteinander vergleichbar waren. Die einzige Ausnahme war die
koronare Herzerkrankung. Da die meisten Proben der Aortengesunden im Rahmen von
aortokoronaren Bypass-Operationen entnommen wurden, war die Pravalenz der KHK in

dieser Gruppe deutlich héher.

Es erfolgte eine ausflhrliche histologische Beurteilung der aortengesunden
Gewebeproben hinsichtlich Atherosklerose, zystischer Mediadegeneration und anderen
strukturellen Veranderungen. In allen gesunden Proben zeigten sich keine Hinweise auf
Pathologien, sodass sich diese Gewebeproben fiir die Kontrollgruppe der
Aortengesunden eigneten. Zu bericksichtigen ist jedoch, dass die Fallzahl der gesunden
Kontrollgruppe (n = 7) deutlich geringer ist als in den Gruppen der Aneurysmen und
Dissektionen (jeweils n = 52). Zudem waren einige der Proben, welche im Rahmen einer
aortokoronaren Bypass-OP entnommen wurden im Bereich der Adventitia nur
eingeschrankt beurteilbar. Daher erfolgte zusatzlich die Auswertung von Gewebe aus
der Aorta ascendens, welches im Rahmen von 2 Obduktionen gewonnen wurde, um
reprasentatives Material fir die Kontrollgruppe zu gewinnen. Da alle gesunden Proben
ein homogenes Ergebnis lieferten und keine oder nur eine minimale Expression von
MMPs und TIMPs nachweisbar war, wurden die Ergebnisse in der statistischen

Auswertung miteinbezogen.

Bezuglich der radiologischen Auswertung ist zu erwdhnen, dass die Messungen
unabhangig von der KoérpergréRe erfolgte und somit die generell bestehenden
Differenzen des aortalen Durchmessers in verschieden groRen Patienten nicht
mitberiicksichtigt wurde. Zudem lag in der Kontrollgruppe der KHK-Patienten keine
praoperative Bildgebung vor, sodass in dieser Gruppe keine Messung der

Aortendiameter erfolgen konnte.
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6.5 Ausblick und k linische Aspekte

In Anbetracht des steigenden Patientenalters im Rahmen des demographischen
Wandels sowie sich entwickelnden diagnostischen Mdglichkeiten ist ein besseres
Verstandnis der Pathogenese von Aortenpathien essentiell fur die Friherkennung und
Entwicklung neuer Therapieansatze. Mit besserem Verstandnis Uber die Bedeutung der
MMPs in der Entstehung von Aortenaneurysmen und -dissektionen bilden sich auch
neue Ansatzpunkte zur Entwicklung dieser diagnostischen Marker und
Therapieoptionen. Da bekannt ist, dass die Gelatinase MMP-9 eine grofRe Rolle in der
Entstehung der Aortopathien spielt, untersuchte Li et al. den Gehalt an zirkulierendem
MMP-9 im Serum mittels ELISA-Verfahren in Patienten mit thorakalen und abdominellen
Aortenaneurysmen sowie einer Kontrollgruppe. Auch hier zeigten sich ein erhéhter
Serum-Spiegel von MMP-9. In der Gruppe der thorakalen Aortenaneurysmen waren die
MMP-9-Spiegel im Serum héher als in der Gruppe der abdominellen Aortenaneurysmen
(Li et al. 2018). Daher kdnnten Bestimmungen der Serum-Konzentration von MMPs via
Blutentnahmen in der Zukunft als potentieller Biomarker ein einfaches diagnostisches
Mittel darstellen. Auch als postinterventionelle Verlaufsparameter kdnnen MMPs eine
zunehmende Rolle spielen. So zeigte sich in einer Untersuchung von abdominellen
Aortenaneurysmen bei Patienten mit endovaskuldrem Protheseneinsatz bei
postinterventionellem Endoleak ein erhéhter Serum-Spiegel an MMP-9 und MMP-3
(Sangiorgi et al. 2001). Folglich kdnnten Blutentnahmen wéahrend Nachsorge-Kontrollen

ein Indikator fir eine notwendige weitere Bildgebung darstellen.

Da MMPs jedoch an Umbauprozessen an verschiedensten Organen und Geweben
beteiligt sind, kann durch alleinige Bestimmung des Serum-Spiegels keine eindeutige
Lokalisation des vermehrten EZM-Umbaus erfolgen. So zeigten sich z.B. in der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) eine erhohte Aktivitdt von MMP-9
und erhohte MMP-9-Serum-Spiegel in Patienten mit Emphysemen (Uysal und Uzun
2019). In neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson, Multiple Sklerose,
Alzheimer-Demenz und die amytrophe Lateralsklerose konnte ein Zusammenhang mit
MMPs festgestellt werden. Diese kdnnen durch inflammatorische Prozesse zu einer
Storung der Blut-Hirn-Schranke sowie Ablagerung von Proteinen fuihren (Brkic et al.
2015). MMP-9 und TIMP-1 werden als mdgliche Biomarker im Blut und im Liquor zur
Uberwachung von Multipler Sklerose oder Alzheimer-Demenz diskutiert (Avolio et al.
2005; Stomrud et al. 2010). Auch in der Gynékologie werden MMPs als mdglicher
Biomarker fir z.B. Eklampsie, Polyzystisches Ovarsyndrom oder Pathologien der
Plazenta untersucht (Akcali et al. 2015; Karthikeyan et al. 2013). Daher wachst die
Bedeutung von MMPs in verschiedenen Organsystemen und Fachabteilungen, dies

erschwert jedoch eine gezielte Diagnostik mittels Serumspiegel-Bestimmungen.
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In der Tumor- und Rheumatherapie werden bereits Antikérper-basierte Inhibitoren von
MMPs entwickelt. Bisherige Studien zeigten jedoch ausgepragte Nebenwirkungen, wie
z.B. eine muskuloskelettale Toxizitdt. MMPs sind funktionell in verschiedensten
Organsystemen wichtig (Overall und Kleifeld 2006). Wahrend in vivo-Experimente zu
MMPs und Aortenaneurysmen und -dissektionen bereits vielversprechende Daten
bieten, ist insgesamt ein besseres Verstandnis von einzelnen MMPs notwendig, um

neue gezielte Therapien zu entwickeln.

Auch iatrogene Einflussfaktoren wie z.B. der zunehmende Einsatz von Flurochinolon-
Antibiotika sind zu bertcksichtigen. Bei dieser Gruppe von Antibiotika konnte initial ein
Einfluss auf die Expression von MMPs in Geweben wie Muskelsehnen nachgewiesen
werden (Tsai et al. 2011). Anhand vorliegender Daten der letzten Jahre konnte ein
erhohtes Risiko fur Aortenaneurysmen und -dissektionen nach Einnahme von
Fluorchinolonen nachgewiesen werden (Pasternak et al. 2018; Lee et al. 2015). Im
Mausmodell bestatigte sich im in-vivo-Modell eine erhohte Anfalligkeit fur
Aortendissektionen und -rupturen durch eine erhdhte Aktivitat von MMPs und
verminderte Aktivitat der Lysil-Oxidase (LeMaire et al. 2018). In vitro konnte in Gewebe
der Cornea die lokale Induktion von MMP-1, MMP-2, MMP-8 und MMP-9 durch
Fluorchinolone nachgewiesen werden (Reviglio et al. 2003). Im Gegensatz zu
Flurochinolonen konnte bei dem Antibiotikum Doxycyclin aus der Gruppe der
Tetrazykline eine Inhibition von MMP-9 nachgewiesen werden. Im Tierversuch mit
Ratten zeigte sich unter der Therapie mit Doxycyclin ein geringeres Auftreten
abdomineller Aortenaneurysmen (Petrinec et al. 1996). Auch eine Modulation von
Umbauprozessen in der EZM der menschlichen GefaRwand durch Inhibition von MMPs
konnte bei Patienten mit einem abdominellen Aortenaneurysma nach Doxycyclin-
Therapie nachgewiesen werden (Hanemaaijer et al. 1998; Lindeman und Matsumura
2019). Medikamente, die einen Einfluss auf die MMP-Aktivitat haben, spielen daher
zunehmend eine Rolle und kénnen einen Ansatz in der Therapie von Aortenaneurysmen

und -dissektionen bieten.
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7 Zusammenfassung

Aortenaneurysmen und -dissektionen stellen die zwei haufigsten Erkrankungen der
Aorta dar und sind aufgrund der steigenden Inzidenz sowie hohem Mortalitats- und
Morbiditatsrisiko ein zentrales Thema aktueller Untersuchungen. Nach heutigem
Wissensstand ist der Pathomechanismus der Entstehung von Aortenaneurysmen und
Aortendissektionen noch nicht ausreichend geklart. In einzelnen Studien konnte die
zentrale Rolle von MMPs im Abbau der Extrazellularmatrix in Aortenaneurysmen
dargestellt werden. Dagegen ist die Studienlage zu Aortendissektionen bisher gering

erforscht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch die Analyse der Expression von Matrix-
Metalloproteinasen und deren Inhibitoren in thorakalen Aortenaneurysmen und -
dissektionen neue Erkenntnisse in der Entstehung zu gewinnen. Hierzu erfolgte die
histologische Untersuchung von humanem Gewebe der Aorta ascendens, welche im
Rahmen eines Ascendensersatzes bei 104 Patienten mit thorakalen Aortenaneurysmen
und -dissektionen entnommen wurde. Zusatzlich wurde das Gewebe von 7 gesunden
Aorten als Kontrollgruppe untersucht. Anhand immunhistochemischer Farbungen von
MMP-1, MMP-9 als Metalloproteinasen und TIMP-1 und TIMP-2 als deren Inhibitoren
konnte anhand der Farbungsintensitét ein Score von 0 bis 3 erhoben werden. Es erfolgte
anschlie3end eine statistische Auswertung der Scores sowie aller Patientendaten und
ein Vergleich zwischenden Gr uppen AAneur ys ma fAortedg®s s s @& fii on f
Zudem erfolgte die radiologische Beurteilung praoperativer Computertomographie-

Bilder der Aorta mit Messung des aortalen Durchmessers.

Wahrend in der gesunden Kontrollgruppe kaum MMPs und TIMPs nachweisbar waren,
zeigte sich in den pathologischen Aortenproben (Aneurysmen und Dissektionen) eine
erhdhte Expression von MMP-1, MMP-9 und TIMP-1 und TIMP-2. Im Vergleich zwischen
Aneurysmen und Dissektionen zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied mit
vermehrter Expression von MMPs und TIMPs in der Gruppe der Dissektionen. Bei der
differenzierten Betrachtung des Expressionsortes lie[3 sich eine stark variierende
Expression in den einzelnen Wandschichten nachweisen. Es zeigte sich in den
Dissektionen im Bereich der Media und Adventitia eine hohere Expression von MMP-1
und -9 und TIMP-1 und -2 im Vergleich zu den Aneurysmen. In der Auswertung der
praoperativen Bildgebung der Aorta lieR sich kein Zusammenhang zwischen dem

aortalen Durchmesser und dem Grad der MMP- und TIMP-Expression nachweisen.

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen zum einen, dass sowohl die Gelatinase MMP-9
als auch die Kollagenase MMP-1 durch inflammatorische Prozesse in den aul3eren
Wandschichten der Aorta an der Entstehung von thorakalen Aortenaneurysmen und -

dissektionen beteiligt sind und in Dissektionen eine vermehrte Aktivitat von MMPs
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gegenuber Aneurysmen besteht. Zum anderen konnten neue Erkenntnisse zur
genaueren Lokalisation gewonnen werden, die die Theorie des Hypoxie-induzierten
Umbaus der aufleren Wandschichten unterstiitzen. Es ist anzunehmen, dass eine
vermehrte Ausschittung von Wachstumsfaktoren multiple Umbauprozesse und eine
Neovaskularisation induziert. Dadurch erfolgt eine Schwachung der GefalRwand und

somit wird die Entstehung von Aortendissektionen begunstigt.

Weiterfihrende Untersuchungen, insbesondere in vitro und in vivo-Versuche (wie z.B.
die selektive Hemmung von MMPs) sind notwendig, um Pathomechanismen und
zellulare sowie extrazellulare Signalwege zu verstehen. Hierdurch konnen neue
Mdoglichkeiten in der Diagnostik und Therapie von thorakalen Aortenaneurysmen und -

dissektionen entwickelt werden.
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8 Summary

Aortic aneurysms and dissections are common disorders of the aorta. With a high risk of
mortality and morbidity and a rising incidence they are a central theme of current
research. Multiple studies suggest the importance of extracellular matrix remodeling

processes in aortic disorders.

This study was aimed to analyse the expression of matrix metalloproteinases and their
inhibitors in thoracic aortic aneurysms and dissections as well as healthy aortic tissues
for a better understanding of pathomechanisms regarding their etiology. Tissues of the
ascending aorta of 104 patients with thoracic aortic aneurysms and dissections were
analysed. Additionally, the tissues of 7 healthy aortas were collected and analysed as
well. Immunohistochemical staining was performed on all tissue samples. MMP-1 and
MMP-9 were chosen as representative MMPs and TIMP-1 and TIMP-2 as their inhibitors.
A score was developed to quantify the extent of MMP and TIMP expression. Additionally,

patients data was analysed including aortic diameters via preoperative imaging.

Healthy aortic tissue showed little to none expression of MMP and TIMP while an
increased expression of MMP and TIMP was observed in aneurysms and dissections.
Furthermore a significantly increased expression of MMP and TIMP was found in
dissections compared to aneurysms. Higher scores of MMP-1, -9 and TIMP-1 and -2
expression as a sign of extracelluar matrix degradation was localized in the Tunica media
and Tunica adventitia. There was no notable correlation between aortic diameters and

MMP expressions.

The results confirm an association of gelatinase MMP-9 and collagenase MMP-1
expressions in thoracic aortic aneurysms and dissections. Moreover, there is an
increased activity of MMP-1 and MMP-9 expressions in dissections compared to
aneurysms suggesting an increased perivascular inflammation of the aorta. Current
studies indicate hypoxia-induced inflammation and weakening of the aortic wall.
Neovascularization and disturbance to the nutrient and oxygen supply of the aorta can

result in aortic dissections and aneurysms.

Additional research (including in vitro and in vivo experiments) is necessary to
understand pathomechanisms and cellular and extracellular pathways to open the field
for developing diagnostic markers and new strategies in therapy of aortic aneurysm and

dissection.
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Abstract: The pathogenesis of aortic aneurysm and dissection continues to be under discussion.
Extracellular matrix (ECM) remodeling processes in the aortic wall are hypothesized to be involved
in the development of the disorders. Therefore, in a histological study, we investigated the expression
of metalloproteases 1 and 9 (MMP1 and MMP9) and their inhibitors (TIMP 1 and TIMF 2) in cardiac
surgery patients. In parallel, we studied the aortic roots by echocardiography. Clinical reports of
111 patients (30 women and 81 men) who suffered from aortic aneurysms and aortic dissection were
evaluated and studied by transesophageal echocardiography. Seven patients who had coronary
heart disease served as “healthy controls”. All patients underwent the necessary surgical procedure
according to the diagnosed aortic disease in the period from 2007 to 2015. A tissue sample of the
aortic biopsies was collected from each patient during surgery. Inmunohistochemical staining was
performed for MMP1 and MMP9 and TIMP1 and TIMP2 as well. Vascularization was monitored by a
CD 31 antibody. In direct comparison, the expressions are not homogeneous. We found the smallest
changes in the intima area at all. TIMP 1 and TIMP 2 distribution increases from the lumen of the
vessel outward in the wall layers of the aorta. In the case of arteriosclerotic changes, intima had a
capillarization, but not in the media. An opposite pattern was found in the dissected aortas. There
are differences in the vascularization between the aneurysm and dissection and the different layers,
respectively. A different remodeling process of the ECM in comparison to the vascular layers must
be hypothesized. Reading the patterns of staining and with regard to the known inhibitory effect
of MMP9 on ECM remodeling, but especially TIMP 2 on neoangiogenesis, disturbed nutrition, and
dysfunctional vasa vasorum remodeling must be assumed as causes of dissection.

Keywords: metalloproteinases; aortic aneurysm; aortic dissection

1. Introduction

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc-dependent extracellular matrix
(ECM) remodeling endopeptidases. The tissue inhibitors of MMPs (TIMPs) inhibit the
proteolytic activity of MMPs. Both of them modulate angiogenesis, cell proliferation, and
apoptosis [1]. Recently, our group studied the MMP1 and 9 and TIMP 1 and 9 expressions,
respectively, in the case of mitral valve insufficiency. We found a clear correlation between
the MMP expression and the MI degree of severity [2,3]. The apparent close correlation
between MMP expression and degeneration suggests a similar pathophysiological process
in the formation of ascending aortic aneurysms (AAAs) and dissections. Therefore, the
same set of protease/inhibitor antibodies was used immunohistochemically to study
morphologic changes in the aortic wall during aneurysm formation or dissection. The
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investigations of metalloproteases and their inhibitors should provide information about
the remodeling process of the ECM. It is assumed that this is not uniform and influences
neoangiogenesis in different ways. It may result in disturbed tissue nutrition, which
appears to be the basis for the development of aortic dissection. The focus was on three
questions. On the one hand, it was important to show how the MMP /TIMP are distributed
in the cross-section of the wall. On the other hand, when MMP /TIMP are distributed
throughout the whole cross-section of the wall, the question remains whether MMP /TIMP
patterns differ, either between the layers or between the aneurysm and dissection. At last,
the question remains for insights into the pathophysiology of cardiovascular diseases. The
available data are inconclusive. While MMP-1 and MMP-9 are reported to be elevated
in thoracic chronic aneurysms, TIMP 1 and 2 are reported to be “similar to controls” or
detected only to a low extent in aortic tissue [1,2].

2. Patients and Methods
2.1. Ethical Approval

This study was approved by the ethics committee of the Philipps-University of Mar-
burg in September 2016 (Az.: 70/16).

2.2. Subjects

We examined the clinical reports of 111 patients (30 women and 81 men) who suffered
from aortic aneurysms and aortic dissection (DeBakey I or STANFORD A), respectively.
Herein, seven patients who had coronary heart disease served as “healthy controls” for
histological examination. All patients were surgically operated on in the period from 2007 to
2015. The age of onset of patients ranged from 28 to 85 years, with a median age of 64 years.
A tissue sample of the aortic biopsies was collected from each patient during surgery. The
sample was fixed in a 10% formalin solution, embedded in paraffin, and archived at the
Institute for Pathology at the Philipps-University of Marburg. Intraoperatively, appropriate
fragments of the ascending aorta were taken and immediately histologically processed
after fixation. Evaluation was performed by two colleagues with relevant experience in the
field of vascular pathology.

2.3. Echocardiography

All patients underwent transoesophageal echocardiography immediately prior to sur
gery. This involved measuring the aortic roots (Table 1) and examining the morphology of
the aortic valves (Table 2). The competence of the mitral valves was demonstrated in all the
examined groups.

Table 1. Echocardiographic measurements of the aortic roots (data in mm). Bold numbers represent
significance. The parameter in concern has been marked with an asterisk.

Diameter Aneurysm Dissection Total p Value
Anulus, Median 346* 29.1 30.8 0.006
Range 22.5-50.2 23.2-39.9 22.5-50.2 ’
S.-tubular Junct., 47 4 41.8 45.1 0.272
Median/Range 32.3-61.2 29.4-59.0 38.1-50.6 ’
Ascending Part 50.3 % 44.4 48.3 0.003
Median/Range 39.6-67.0 33.1-59.0 33.1-67.0 ’
Max. Diameter Median 51.5% 46.7 49.6 0.003
/Range 39.6-67.0 33.1-59.0 33.1-67.0 ’

78



Biomedicines 2024, 12, 619

3of21

Table 2. Echocardiographic findings of the aorta in the study groups *. The parameter in concern has
been marked with an asterisk.

Aortic Valve

Stenosis Aneurysm Dissection p Value
No Stenosis 41 (80.4%) 47 (94.0%) * 0.038
Grade I 4(7.8%) 2 (4.0%)
Grade IT 0 (0.0%) 0(0.0%)
Grade III 6 (11.8%) 1(2.0%)
Aortic Valve
Insufficiency
No Insufficiency 6 (11.8%) 17 (34.7%) 0.023
Grade I 11 (21.6%) 10 (20.4%)
Grade [-1I 6(11.8%) 1(2.0%)
Grade IT 8 (15.7%) 7 (14.0%)
Grade II-111 3(5.9%) 6(12.2%)
Grade III 14 (27.5%) 5(10.2%)
Grade III-1V 3(5.9%) 2 (4.1%)
Grade IV 0 (0.0%) 1(2.0%)
Aortic Valve
Morphology
Bicuspid Valve 3(5.9%) 4 (8.0%)
Biscupid-Like Valve 13 (25.5%) 1 (2.0%)
Tricuspid Valve 35 (68.6%) 45 (90.0%) * 0.003

*in the aortic aneurysmatic group, 1 (1.9%), and in case of dissection, 2 (3.8%) of the patients had already an
preexisting aortic valve replacement. In the “healthy” group, no insufficiency or stenosis of the tricuspid valves
were found.

2.4. Tissue Preparation for Staining

All the details of tissue preparation and staining were already described by Irqsusi
et al. [3]. Sections were prepared using a sled microtome (SM2000 R; Leica, Wetzlar,
Germany) and were mounted on glass slides (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany).
The slides were placed in the incubator at 60 °C and were dewaxed for at least 60 min.

2.5. Hematoxylin and Eosin Staining

The tissue samples were stained with hematoxylin and eosin in a continuous linear
stainer (Tissue Stainer COT 20, Medite Medical GmbH, Burgdorf, Germany). Xylene,
alcohol (100%, 96%, and 70%), hemalum, eosin, alcohol (96% and 100%), and xylene were
used to stain the slides in the given order. The tissue sections were subsequently assessed.

2.6. Elastica van Gieson Staining

For Elastica van Gieson staining, slides were incubated with resorcin fuchsin, water,
HCl alcohol (10%), aqua dest., Fe hematoxylin (Weigert), aqua dest., van Gieson stain,
ethanol (96%), ethanol (100%), and xylol in the given order.

2.7. Alcian Blue Staining

For staining, we used Alcian blue (1%), aqua dest., nuclear fast red solution, and aqua
dest. and ethanol (70%, 96%, 100%).

79



Biomedicines 2024, 12, 619

4o0f21

2.8. Immunohistochemical Staining

The tissue slides were dewaxed by immersing in xylene, followed by ethanol (100%,
96%, and 70%) for 5 min each time. The slides were then immersed in the unmasking
solution, placed in a steam cooker for 45 min, and rinsed with distilled water. The endoge-
nous enzymes were blocked with a peroxidase-inhibiting solution and were rinsed with
wash buffer. Primary antibodies were applied to the slides for 45 min (MMP-1: MAB 3307;
Millipore, Burlington, MA, U.S.A_; MMP-9: NCL-MMP9-439; Leica Biosystems, Wetzlar,
Germany; TIMP-1: M7293, Fa.Dako, Hamburg, Germany; TIMP-2: NCI-TIMP2-487; Leica
Biosystems, Wetzlar, Germany). The slides were rinsed with wash buffer, followed by the
application of secondary antibodies. The excess of secondary antibodies was removed with
washing buffer, and the slides were immersed in Dako Real EnVision polymer conjugate for
20 min, followed by rewashing. The slides were then immersed in chromogen for 12 min
and were rinsed with washing buffer and distilled water. They were counterstained with
hematoxylin solution for 5 min. The tissue sections were then dehydrated with ethanol
(70%, 96%, and 100%) to ensure complete dehydration. The slides were finally immersed in
xylene. A few drops of entellan were poured on the tissue sections, which were covered
with a coverslip. Afterward, the slides were examined under a light microscope (Olympus,
Hamburg, Germany) with x4, x10, and x40 magnification. The stained tissues were
classified semi-quantitatively based on the percentage of stained cells. The following scale
was used: 0 = negative (no visible color); 1 = positive in very few cells; 2 = positive in
a moderate proportion of cells; and 3 = strongly positive for a larger proportion of cells.
Positive control specimens of related antibody binding in histological examinations were
performed according to Irgsusi et al. [3]. Detection of capillary vessels in the sections was
performed by an anti-CD 31 antibody with the peroxidase staining technique (Monoclonal
Mouse Anti-Human CD 31 for Endothelial Cells, Clone: JC70A, Dako Agilent (Santa Clara,
CA, USA), M 0823, Diluted 1:50 with second AB against horse radish peroxidase (Dako
Real EnVision HRP Rabbit/Mouse 5007)).

2.9. Imaging

The images were processed and recorded with a photomicroscope (Leica, Wetzlar,
Germany) using Leica Im50 Software, version 4.0. Data from blinded specimens were
evaluated by two independent, experienced pathologists. For morphometrical analy-
sis, there was one section per marker/sample analyzed. Sections for different stain-
ing/immunohistochemistry were obtained as successive slides at a thickness of 2 um.
For an assessment, the whole slide was examined at a low magnification to find the area
with highest marker expression. Slides were evaluated for comparison in a 100 x magnifi-
cation in these areas. For a score of 1 or higher, we expected to see any staining of at least
medium intensity. For a score of 2, when evaluating at a field of 100 x magnification, we
expected a diffuse staining of medium intensity or a focal staining (<50%) of high intensity
in the chosen field. A score of 3 corresponds to high-intensity staining of the marker in at
least 50% field diameter.

2.10. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics version 24 software,
(IBM, Ehningen, Germany). p < 0.05 was considered significant for all statistical tests.
For continuous variables, descriptive statistics (mean, median, minimum, and maximum})
were used. Note, for categorical variables, frequencies (“median rank”) were evaluated to
show the different appearance (“frequency”) and the extent (“scores”) of MMP and TIMP
staining, respectively. Comparison of pairs from all groups was performed with the Krustal-
Wallis test. Herein, we used the “sample average rank” of the groups. The groups were
named “Aneurysms” (A), “Dissections” (D), and “Healthy controls” (H), corresponding to
CIHD patients.
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3. Results
3.1. Patients

Several patients were symptomatic at the time of diagnosis. Hyperlipiddmia, diabetes
mellitus type 2, and arterial hypertension were present among all the groups in proportions
of 22.5%, 10.0%, and 74.8%, respectively. There were no differences between the groups
(p=0.813, p = 0.141 and p = 0.823). For further details, see Table 3. Comparing the groups,
it is first noticeable that the patients with aortic dissection are somewhat younger than the
patients who required surgery for aneurysm or CIHD. Both of the latter groups underwent
predominantly elective surgery. In association with aneurysmal dilatation of the aorta,
valvular insufficiency of the aortic valve was also prominent, requiring valve replacement.
In the study group of dissections, a mortality of 21.2% had to be registered (Table 4).
Moreover, in the aortic aneurysm group, an increased part of aortic valve replacements
(AVRs) have to be mentioned (Table 4). When considering the concomitant diseases in
our patient groups, it is noticeable that, apart from the comparison group with CIHD
(p < 0.030), the proportion of coronary arteriosclerosis is also increased in the “aneurysm”
group (Table 4). In contrast, no differences in the occurrence of arterial hypertension were
found in all groups. Also of interest is that echocardiographic measurements of the aortic
vessels show that the size of the sinutubular junction did not differ between the groups. The
size of the aortic annulus, the ascending part of the aorta, as well as the maximum diameter
were significantly smaller in the patients with dissection compared with the aneurysm
group (Table 2).

Table 3. Concomitant diseases in %. Bold numbers represent significance. The parameter in concern
has been marked with an asterisk.

Conf omitant Aneurysm Dissection Control Total p Value
Diseases
Hyperlipidemia 23.1 21.2 28.6 225 0.813
Arterial 73.1 75.0 85.7 748 0.823
Hypertension
CIHD 38.5 19.2 85.7* 324 0.030
Diabetes mellitus I 115 38 28.6 9.0 0.141

Table 4. Patients’ data. Bold numbers represent significance. The parameter in concern has been
marked with an asterisk.

Aneurysm Dissection Control Total
(n=52) (n=52) =7 (n =111) p Value
Gender
male 40 (76.9%) 36 (69.2%) 5(71.4%) 81 (73.0%) 0377
female 12 (23.1%) 16 (30.8%) 2 (28.6%) 30 (27.0%) 0.377
Age/Median 65.0 years 60.0 years 78.0 years 64.0 years 0.011
Range 40.0-84.0 years 28.0-82.0 years 51.0-85.0 years 28.0-85.0 years
EF
normal 40 (76.9%) 36 (70.6%) 4 (80.0%) 80 (74.1%) 0.337
reduced 5 (9.6%) 7 (13.8%) 0(0.0%) 12 (11.1%) 0.539
Elective surgery 51 (98.1%) * 1(1.9%) 5(71.4%) 57 (51.4%) <0.001
emergency 1(1.9%) 51 (98.1%) * 2 (28.6%) 54 (48.6%) <0.001
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Table 4. Cont.
Aneurysm Dissection Control Total
(n=52) (n=52) n=7 (n=111) p Value
Surgical procedure
valve- type conduit 10 (19.2%) 6 (11.5%) 0 (0.0%) 16 (14.4%) 0.277
f;‘;zf:;z’;iry 40 (76.9%) 31 (59.6%) 0 (0.0%) 71 (64.0%) 0.058
supracoronary ascending
aorta replacement with 2(3.8%) 15 (28.8%) * 0 (0.0%) 17 (15.3%) <0.001
arch replacement
additional surgical
procedures
AVR 21 (40.4%) * 3(5.8%) 0 (0.0%) 24 (21.6%) <0.001
AVRepair 13 (25.0%) 12 (23.1%) 0 (0.0%) 25 (22.5%) 0.697
CABG 10 (19.2%) 7 (13.4%) 5 (71.4%) 22 (19.8%) 0.239
Complications
Arrythmia 9 (17.3%) 4(7.7%) 0(0.0%) 13 (11.7%) 0.138
Bleeding 7 (13.5%) 10 (19.2%) 0(0.0%) 17 (15.3% 0.426
Infection 2(3.8%) 5(9.6%) 0 (0.0%) 7 (6.3%) 0.240
Ischemia 3 (5.8%) 5(9.6%) 0 (0.0%) 8 (7.2%) 0.462
Organ failure 1 (1.9%) 1(1.9%) 0 (0.0%) 2 (1.8%) 1.000
Mortality 2 (3.8%) 11 (21.2%) * 0(0.0%) 15 (13.5%) 0.008

3.2. Histological Examinations

The first important point to note is that there is no uniform distribution among the
target proteins detected, either between the groups or between the wall layers of the aorta
in the groups. In the small comparison group of patients with CIHD (punch cylinder of the
ascending aorta before implantation of bypasses), there are weak signs of MMP1 enzyme
expression at the intima (grade 1, 28.6%) and throughout the media (grade 1, 100%). MMP
9 was expressed at the intima in 14.3% only. Regarding corresponding data according to
the original counts (see Tables 5 and 6) for proteinase inhibitors (TIMP 1 and TIMP 2), we
found no staining across all tissue layers in the comparison group.

Opposite effects were found in the aneurysmatic vessel group and in the group
with dissected vessels, as well. Interestingly, consideration of matrix metalloprotease
distribution and their inhibitors, both by type and by localization in the vessel wall, does
not give a uniform impression. While on the one hand, the effect of these enzymes and
their counterparts, the inhibitors, is a dynamic process, on the other hand, the histological
examination represents only a temporal section of this process; we speak in the following of
“expressions” in order to emphasize the “actual state”. The change in the quantities in the
dynamics of the pathophysiological process is highly probable but cannot be investigated
within the scope of this work. Histological sections of the corresponding aortic fragments
were taken intraoperatively and stained. In the evaluation, a score assignment of the
staining intensities was performed, and their frequencies of occurrence in the groups were
statistically processed. According to the lack of normal distribution of the parameters, the
median rank values in the aneurysm (A) and dissection (D) groups were first compared.
The MMP 1 expression in the intima and media of the aortas show a rather balanced
distribution of the frequencies (standards for immunostains by the corresponding ABs,
Figure 1; examples for histological grading and subsequent scores, Figure 2). In the
adventitia, we found a shift to higher scores in cases of dissection. For MMP 9, we found
a balanced distribution in the intima, with a tendency toward higher scores in the media
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and adventitia according to the median rank distribution (Figure 3A-D). For the inhibitors,
TIMP 1 shows a balanced distribution in the intima and a tendency toward higher scores
and frequencies in the media and adventitia. In contrast, TIMP 2 shows a balanced pattern
in all vessel sections. It is indeed surprising that a closer look at the HE staining of the
specimens does not reveal a differentiation between media degeneration and progressive
arteriosclerosis (see Tables 7 and 8 and Figures 4 and 5).

Table 5. Exact numbers of MMP-1 and -9 grading data by two independent pathologists for the three
groups (mean values from two independent but concordant evaluations).

A (n=52) D (n =52) Hmn=7) Total (n = 111)

MMP1. Intima

0 17 (32.7%) 23 (44.2%) 5(71.4%) 45 (40.5%)

1 18 (34.6%) 18 (34.6%) 2 (28.6%) 38 (34.2%)

2 15 (28.8%) 10 (19.2%) 0(0.0%) 25 (22.5%)

3 2(3.8%) 1(1.9%) 0(0.0%) 3(2.7%)
MMP1. Media

0 6(11.5%) 4(7.7%) 0(0.0%) 10 (9.0%)

1 21 (40.4%) 23 (44.2%) 7 (100.0%) 51 (45.9%)

2 21 (40.4%) 21 (40.4%) 0(0.0%) 42 (37.8%)

3 4 (7.7%) 4(7.7%) 0(0.0%) 8(7.2%)

MMP1. Adventitia
N-Miss 0 1 5 6

0 22 (42.3%) 11 (21.6%) 2 (100.0%) 35 (33.3%)

1 25 (48.1%) 17 (33.3%) 0(0.0%) 42 (40.0%)

2 5(9.6%) 11 (21.6%) 0(0.0%) 16 (15.2%)

3 0(0.0%) 12 (23.5%) 0(0.0%) 12 (11.4%)
MMP9. Intima

0 34 (65.4%) 40 (76.9%) 6 (85.7%) 80 (72.1%)

1 8(15.4%) 10 (19.2%) 1(14.3%) 19 (17.1%)

2 7 (13.5%) 2(3.8%) 0(0.0%) 9 (8.1%)

3 3(5.8%) 0(0.0%) 0(0.0%) 3(2.7%)
MMP9. Media

0 32 (61.5%) 13 (25.0%) 7 (100.0%) 52 (46.8%)

1 17 (32.7%) 16 (30.8%) 0(0.0%) 33 (29.7%)

2 3(5.8%) 21 (40.4%) 0(0.0%) 24 (21.6%)

3 0 (0.0%) 2(3.8%) 0(0.0%) 2(1.8%)

MMP9. Adventitia
N-Miss 0 1 5 6

0 26 (50.0%) 6 (11.8%) 2 (100.0%) 34 (32.4%)

1 26 (50.0%) 19 (37.3%) 0(0.0%) 45 (42.9%)

2 0 (0.0%) 19 (37.3%) 0(0.0%) 19 (18.1%)

3 0(0.0%) 7 (13.7%) 0(0.0%) 7(6.7%)
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Table 6. Exact numbers of TIMP-1 and -2 grading data by two independent pathologists for the three
groups (mean values from two independent but concordant evaluations).

A (n=52) D (n=52) Hn=7 Total (n = 111)
TIMP1. Intima
N-Miss 0 1 0 1
0 25 (48.1%) 30 (58.8%) 7 (100.0%) 62 (56.4%)
1 12 (23.1%) 14 (27.5%) 0(0.0%) 26 (23.6%)
2 10 (19.2%) 5(9.8%) 0(0.0%) 15 (13.6%)
3 5(9.6%) 2(3.9%) 0(0.0%) 7 (6.4%)
TIMP1. Media
0 26 (50.0%) 9 (17.3%) 7 (100.0%) 42 (37.8%)
1 17 (32.7%) 26 (50.0%) 0(0.0%) 43 (38.7%)
2 8(15.4%) 17 (32.7%) 0(0.0%) 25 (22.5%)
3 1(1.9%) 0(0.0%) 0 (0.0%) 1(0.9%)
TIMP1. Adventitia
N-Miss 0 1 5 6
0 49 (94.2%) 10 (19.6%) 2(100.0%) 61 (58.1%)
1 3 (5.8%) 18 (35.3%) 0(0.0%) 21 (20.0%)
2 0 (0.0%) 21 (41.2%) 0(0.0%) 21 (20.0%)
3 0(0.0%) 2(3.9%) 0(0.0%) 2(1.9%)
TIMP2. Intima
N-Miss 0 1 0 1
0 39 (75.0%) 51 (100.0%) 7 (100.0%) 97 (88.2%)
1 11 (21.2%) 0(0.0%) 0(0.0%) 11 (10.0%)
2 2(3.8%) 0(0.0%) 0(0.0%) 2 (1.8%)
TIMP2. Media
N-Miss 0 1 0 1
0 35 (67.3%) 41 (80.4%) 7 (100.0%) 83 (75.5%)
1 16 (30.8%) 9 (17.6%) 0(0.0%) 25 (22.7%)
2 1(1.9%) 1(2.0%) 0(0.0%) 2(1.8%)
TIMP2. Adventitia
N-Miss 0 0 5 5
0 42 (80.8%) 31 (59.6%) 2(100.0%) 75 (70.8%)
1 10 (19.2%) 15(28.8%) 0(0.0%) 25 (23.6%)
2 0(0.0%) 6 (11.5%) 0(0.0%) 6 (5.7%)
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Figure 1. Histocontrols of AB’s action. Positive controls (10 x magnification, left to right): MMP1
stains tubular epithelia in kidney tissue, MMP9 stains diffusely distributed macrophages in tonsil
tissue, TIMP1 stains single inflammatory cells in colonic mucosa, TIMP2 stains trophoblast cells in
placental tissue.

MMP 1 MMP 9 TIMP 1 TIMP 2

»
1
s
.\\"1‘.

Figure 2. Compilation of individual examples of the differential immunochemical staining in the
tissue sections. MMP1 was lowly expressed, corresponding to score of 0. In some specimens, few
cells showed staining, corresponding to score of 1. In some cases, staining becomes positive in a
moderate proportion of cells, corresponding to score of 2; in the example, cells are predominantly
found within atherosclerotic plaques in the lower portion of the image. For MMP 9, a few samples
were stained strongly with many cells, corresponding to score of 3, such as in the example above
within an atherosclerotic plaque grouped around flushed-out cholesterol needles. In some cases,
staining of TIMP 1 was seen in few individual cells, corresponding to score of 1, such as in the above
example in small superficial lipid spots. Other samples showed expression in a moderate proportion
of cells, corresponding to score of 2, including in the cell-rich areas of inflammatory activity in the
media. Some cases showed labeling for TIMP2 in a moderate number of cells, corresponding to score
of 2, such as in the above example within an intimal plaque. Strong positivity in a large proportion of
cells (score of 3) could not be detected in any sample (n.d.). All immunohistological images were
standardized and taken at 100 x magnification.
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Figure 3. (A-D): Frequencies of encountered scores in histological evaluation of tissue sections from
patients who had aortic aneurysm (A) or aortic dissection (D). The values for the median rank were
entered. The results for MMP 1 and MMP 9 and TIMP1 and TIMP 2 were presented separately for
the tissue layers’ intima, media, and adventitia, respectively.

Table 7. Evidence of media degeneration on histological sections of the study groups (p < 0.271).

A (n=52) D (1 =52) Hm=7 Total (n =111)
N-Miss 0 1 0 1
Yes 26 (50.0%) 31 (60.8%) 0 (0.0%) 57 (51.8%)
No 26 (50.0%) 20 (39.2%) 7 (100.0%) 53 (48.2%)

Figure 4. Arteriosclerotic lesions in the aortic wall (HE stain). In the samples examined, the degree
of atherosclerosis varied markedly from mild to severe cases. In the initial plaque, a few foam cells
can be demarcated in the intimal layer (A), which may eventually appear macroscopically together
with smooth muscle proliferates as so-called “fatty streaks”. In the advanced atheromatous bed
(B), smooth muscle proliferates are more prominent in the arterial wall. In addition, abundant
cholesterol-containing material can be seen. In isolated cases, heterotopic ossification with formation
of bone bellows and intervening medullary spaces was seen in the plaque (C).
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Figure 5. Cystic degeneration of the media. Lesions are found mainly within the media of the
vessel: visually empty gaps in the tissue are seen in the HE stain, where the fibers break apart ((A),
4 x magpnification). In the Elastica van Gieson stain, fragmentation of elastic fibers is highlighted
((B), 4x magnification). These changes are shown at 20x magnification. An incorporation of
basophilic ground substance is seen in the gaps of the vessel wall ((C), HE stain), which contains
mucopolysaccharides. Band can be detected in the Alcian blue stain ((D)).

Table 8. Evidence of arteriosclerosis on histological sections of the study groups (p < 0.100). Classifi-
cation according to Stary et al., 1995 [4].

A (n1=52) D (n =52) Hn=7) Total (1 = 111)
0 14 (26.9%) 18 (34.6%) 7 (100.0%) 39 (35.1%)
1 2 (3.8%) 4(7.7%) 0(0.0%) 6 (5.4%)
2. 14 (26.9%) 16 (30.8%) 0(0.0%) 30 (27.0%)
3 5(9.6%) 4(7.7%) 0(0.0%) 9 (8.1%)
4 4(7.7%) 3 (5.8%) 0(0.0%) 7 (6.3%)
5 9 (17.3%) 6 (11.5%) 0(0.0%) 15 (13.5%)
6 4(7.7%) 1 (1.9%) 0 (0.0%) 5 (4.5%)

For further analysis, the sample average ranks of the groups (aneurysm (A), dissection
(D), and the comparison group (H)) were compared in a triangle scheme, and the signif-
icances were calculated exactly. Strikingly, there is a large difference between dissection
and aneurysm in the MMP 1 expression of the adventitia (p = 0.001). MMP 9 expression in
the media and adventitia also differed between these two groups. However, differences
in MMP 1 and MMP 9 in the intima could not be shown (Figure 6A). We found a clear
difference in TIMP 1 expression in comparison to the control group, both in the intima of
aneurysm patients and in the media of patients with a dissection (Figure 6B). TIMP 1 was
found to be significantly increased in the adventitia in the case of dissection compared with
aneurysmal tissue, but differences from the control group could not be detected because
of the variance of the results. On the other hand, TIMP 2 showed clear differences in
the intima and adventitia, but TIMP2 was found to increase in the intima in the case of
aneurysm and TIMP2 in the adventitia in the case of dissection. Detection of TIMP2 in the
media did not reveal any differences.

Some notable changes in the histological evidence of metalloproteases and antagonists
were compiled in a synopsis. The grading-specific data (see Tables 5 and 6) were used.
Figure 7 shows important changes in MMP1 and MMP 9 corresponding to the layers of
the aorta. It can be seen that MMP 1 and MMP 9 expressions increase significantly in
the adventitia in the case of dissection (higher grading). MMP 9 is also increased in the
media. There are no significant changes in metalloproteases in the intima. With regard to
the protease inhibitors, the changes for the grade 2 values of TIMP 1 and grade 1 values of
TIMP 2 are shown in Figure 8. The rather mild expression of the latter parameter in the
intima and media encountered in the aneurysmal changes is found in the adventitia in the
case of dissection. A stronger expression of TIMP 1 (grade 2) is found in aortic dissections.
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The expressions of TIMP 1 increase significantly from the vessel lumen to the adventitia. In
the case of an aneurysm, this kind of expression has an opposite direction.
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Figure 6. (A) Comparison of pairs from all groups” MMP1 and MMP9 (Kruskal-Wallis-Test); each
node shows the sample average rank of the group. Test was considered “n.s.” when p > 0.05;
significance is shown with green arrows. a = 0.0001; b = 0.001; ¢ = 0.0001; d = 0.031; e = 0.0001.
H = healthy; D = dissection; A = aneurysm. (B) Comparison of pairs from all groups” TIMP1 and
TIMP9 (Kruskal-Wallis-Test); each node shows the sample average rank of the group. Test was

considered “n.s.” when p > 0.05; significance is shown with green arrows. a = 0.029; b = 0.0001;
¢ =0.004; d = 0.0001; e = 0.0001; f = 0.030. H = healthy; D = dissection; A = aneurysm.

TIMP1 is found to be increased in the vessel wall of aortic aneurysms, but in the intima,
it is stimulated by TNFa. In our study, overall, the highest values of TIMP1 expression
were detected not in the case of dissection but in the adventitia. A difference was seen in
the media and in the adventitia but not in the intima. Interestingly, there are no differences
in the description of media-generative or arteriosclerotic alterations in the histological
examination (Figures 4 and 5, Tables 7 and 8), but staining the vessels opens a new view
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