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1. Einleitung

Die Mitralklappeninsuffizienz ist eine der haufigsten Herzklappenkrankheiten. Aufgrund der
altersabhangigen Pravalenz und der demographischen Entwicklung in der Gesellschaft ist
eine zunehmende Haufigkeit zu erwarten (Nickenig et al. 2013). In den letzten Jahren nahm
das Interesse der Forschung am Thema ,Mitralklappeninsuffizienz stark zu. Dies flhrte zu
bedeutsamen Fortschritten in den diagnostischen Verfahren und der Entwicklung neuer

Therapiealternativen und somit zu einer besseren Versorgung der Patienten.

Das Standardverfahren fir die Diagnose der Mitralklappeninsuffizienz ist nach wie vor die
Echokardiographie. Diese ermdglicht eine hohe Genauigkeit bei der Beurteilung der
erkrankten Klappe. Ein wesentlicher Nachteil dieser Bildgebungsmethode ist jedoch ihre
Subjektivitat.

Neue Perspektiven fur eine objektivere Beurteilung der Mitralklappeninsuffizienz und fur das
Verstandnis der Pathogenese bieten die Matrix-Metalloproteasen. Diese relativ neu
entdeckten Proteasen brachten bereits in mehreren Bereichen neue Anséatze fir innovative
Diagnose- und Therapiemdglichkeiten, wie zum Beispiel in der Onkologie und in der
Behandlung bestimmter inflammatorischer Krankheiten (Hidalgo und Eckhardt 2001), (Hu et
al. 2007)

Daraus entstand das Interesse an MMPs und ihren Inhibitoren im Bereich der
kardiovaskularen Erkrankungen. Hauptsachlich wurde ihre Rolle in der Arteriosklerose und
den daraus resultierenden Herzkrankheiten wie z.B. Herzinfarkt (Kelly et al. 2008) intensiv
erforscht. Der Zusammenhang zwischen MMPs und Mitralklappenerkrankungen wurde
speziell in Hinsicht auf die myxomatdse Klappenkrankheit untersucht, und dabei
hauptsachlich in veterindrmedizinischen Arbeiten. Es wurden lediglich wenige
humanmedizinische Studien unternommen. Die myxomatése Klappenerkrankung ist
tatsachlich eine haufige Erkrankung bei Hunden und die Rolle der MMPs in diesem

Krankheitsbild wurde in zahlreichen Studien untersucht (Ljungvall et al. 2011).

Die myxomatése Klappenkrankheit ist in der Humanmedizin ebenfalls von grolier
Bedeutung. Sie ist die haufigste Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz in den
Industrielandern (Enriquez-Sarano et al. 2009). Ein Verstandnis des gesamten Prozesses
der Mitralklappeninsuffizienz mit ihren unterschiedlichen Atiologien ist fir die Entwicklung

neuer diagnostischer Verfahren und Therapieprozessen wichtig. Die MMPs und lhre



Expression in der Mitralklappe kénnen zu diesem ganzheitlichen Verstandnis beitragen und

dadurch neue Perspektiven in der Diagnose, Prognose und Therapie eréffnen.



1.1. Die Mitralklappe: Anatomie, Histologie und Physiologie

1.1.1. Anatomie

Die Mitralklappe, auch bekannt als Bikuspidalklappe, Valva atrioventricularis sinistra, Valva
mitralis oder Valva bicuspidalis ist eine Herzklappe, die sich zwischen dem linken Vorhof und
der linken Ventrikel befindet. Die wichtigste Funktion der Mitralklappe besteht darin, wahrend
der Kontraktion der Kammer in der Systole den Riickfluss des Blutes in den linken Vorhof zu

verhindern.

Die Mitralklappe besteht aus zwei Segeln: dem vorderen Segel (Cuspis anterior) und dem
hinteren Segel (Cuspis posterior). Die Segel sind mittels Sehnenfaden (Chordae tendineae)
an den Papillarmuskeln (Mm. papillares subauricularis und subatrialis) und somit in den
Trabekeln der linken Herzkammer (Ventriculus cordis sinister) befestigt (Gerhard et al.
2010).

Linker Vorhof

Mitralklappe

Chordae tendineae ——=

Papillarmuskel =2

Abbildung 1: Anatomie Der Mitralklappe (modifiziert aus Lynch et al. 2006)

Das vordere Mitralsegel hat eine trapezoide Form und stellt ein Drittel des Anulus-
Durchmessers dar. Das hintere Segel mit seiner viereckigen Form fullt die restlichen 2/3 auf.
Um die Diagnostik und die Kommunikation aus chirurgischer Perspektive zu vereinfachen,

wurden beide Segel in jeweils drei Segmente geteilt: P1, P2 und P3 fir das hintere Segel
10



und A1, A2 und A3 fur das vordere. Zwei Kommissuren Verbinden beide Segel: die

anterolaterale verbindet A1 und P1 und die posteromediale A3 und P3.

Anterolaterale
Komissur

1 ‘\‘ Vordere Segel

Hintere Segel A

Posteromediale
Komissur

Abbildung 2: schematische Darstellung des Mitralklappenapparats (P1-P3: hintere Segel, A1-A3:
vordere Segel) (modifiziert aus R. Koene 2012)

1.1.2. Histologie

Die Mitralklappe hat einen mit dem Endokard vergleichbaren Schichtaufbau (Gerhard et al.
2010). Sie ist, wie alle Herzklappen, reich an Kollagenfasern; enthalt aber auch viele
elastische Fasern und wird von Endothel Uberzogen. Die Mitralklappe besitzt keine
Muskulatur und keine BlutgefaRe. Sie besteht auf der atrialen Seite aus einer lockeren
Bindegewebeschicht, die Spongiosa, die Fibroblasten und Makrophagen enthalt. Die
Spongiosa ist auRerdem reich an Hyaluronan und Proteoglykanen. Auf der ventrikularen
Seite liegt die Fibrosa. Diese straffe, kollagenreiche Bindegewebeschicht ist mit einem
Klappenring (Anulus fibrosus cordi) und mit den Chordae tendineae verbunden (Deller et al.
2014).
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Atrium

Ventrikel

Endothel Endothel

Abbildung 3: Schnitt durch die Mitralklappe eines Schweins. Goldner Farbung (Lillmann-Rauch 2012)
1.1.3. Physiologie

Die Mitralklappe hat die Funktion eines Ventils zwischen dem linken Vorhof und dem linken
Ventrikel des Herzens. Wahrend der Diastole ermdglicht ihre Offnung den Blut-Einstrom aus
dem Vorhof und somit die Fillung des Ventrikels. Eine Erhéhung des Drucks im Ventrikel zu
Beginn der Systole flihrt zum Schluss der Klappe und verhindert den Rickstrom von Blut in
den linken Vorhof wahrend der Systole. Synchron zur Ventrikel-Kontraktion ziehen die
Papillarmuskeln an den Sehnenfaden und verhindern das Umschlagen der Mitralklappe in
den linken Vorhof.

1.2. Die Mitralklappeninsuffizienz: Mechanismen und

Atiologie

Die Mitralklappeninsuffizienz ist nach der Aortenklappenstenose der zweithaufigste
Herzklappenfehler in Europa (Klein et al. 1990). Die Pravalenz nimmt aufgrund der
demographischen Entwicklung in unserer Gesellschaft deutlich zu (Nickenig et al. 2013).

Die haufigsten Atiologien der operierten Mitralklappeninsuffizienzen in westlichen Landern
sind die degenerativen Krankheiten (myxomatose Klappe, primarer Mitralklappenprolaps,
Kalzifikation des Anulus). Diese machen ca. 60 bis 70% der Falle aus. Als zweithaufigste
Ursache folgt die ischamische Mitralklappeninsuffizienz mit ca. 20%. Jeweils 2 bis 5% der

12



Falle sind rheumatischer Natur oder folgen aus einer Endokarditis. Weitere Ursachen wie die
idiopathische Kardiomyopathie, Medikamentenwirkung oder kongenitale Zustande sind eher

selten (Enriquez-Sarano et al. 2009).

Zur Klassifizierung der Mitralklappeninsuffizienz kommen mehrere Aspekte in Betracht.
Neben den Ursachen (z. B. ischamisch oder nichtischamisch), kann die Unterteilung auch
nach den Mechanismen oder dem zeitlichen Verlauf erfolgen (G. Nickenig et al. 2013). Es
wird grundsatzlich zwischen der akuten und der chronischen Mitralklappeninsuffizienz
unterschieden. Die selten auftretende akute Form resultiert in der Regel aus rasch
progredienten destruierenden Prozessen, z.B. im Rahmen einer bakteriellen Endokarditis,
einer akuten Myokardischamie oder eines akuten Thoraxtraumas mit Beteiligung der
Klappensegel oder des Klappenhalteapparats (Sehnenfaden oder Papillarmuskeln)
(Carpentier A 1983, Olsen et al. 1987).

Die deutlich haufigere chronische Mitralklappeninsuffizienz kann in eine primare und eine
sekundare Form unterteilt werden. Die primdre Form resultiert in der Regel aus
Erkrankungen der Mitralklappe an sich oder des Mitralklappenhalteapparats. Sie kann
degenerativ, rheumatisch oder als Folge einer Endokarditis entstehen (Nickenig et al. 2013).
Als weitere, eher seltene Atiologien kénnen kongenitale, traumatische, iatrogene oder
inflammatorische Zustdande vorkommen (zum Beispiel im Rahmen eines Lupus

erythematodes oder einer Kardiomyofibrose).

Die sekundare, auch als funktionell bekannte, Mitralklappeninsuffizienz wird durch
Veranderungen der Geometrie des Mitralklappenapparats im Rahmen pathologischer
Umbauprozesse des linken Ventrikels verursacht. Beispiele hierfiir sind eine ischamische
oder dilatative Kardiomyopathie, eine Myokarditis oder eine lokal begrenzte ischamische
linksventrikuldare Dysfunktion. Aus diesen Erkrankungen resultiert sekundar eine
Maladaptation der Klappensegel, ohne dass die einzelnen Bestandteile des
Mitralklappenapparats, wie im Falle einer primaren Mitralklappeninsuffizienz, sich
pathologisch verandern. Solche Veranderungen koénnen jedoch im Laufe der Krankheit

auftreten, z. B. am Klappenring (Nickenig et al. 2013).

Die ischamische Mitralklappeninsuffizienz ist die meist untersuchte sekundare
Mitralklappenerkrankung. Sie ist eine haufige Komplikation des Herzinfarktes. Der
Umbauprozess des linken Ventrikels in der chronischen Phase des Infarktes und die
Dilatation des linken Atriums filhren zu einer Anderung der Mitralklappengeometrie durch

Traktionsphdnomene an den Papillarmuskeln und den Sehnenfaden (Silbiger 2013).
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In Tabelle 1 wird die Einteilung der Mitralklappeninsuffizienz gemafly der Carpentier-
Klassifizierung in Abhangigkeit von der Atiologie, den Mechanismen und der Segelbewegung
prasentiert.

Tabelle 1: Ursachen und Mechanismen der Mitralklappeninsuffizienz gemaf der Carpentier-
Klassifikation (Carpentier et al. 1995)

Primér (degenerative bzw. organisch) Sekundar
(funktionell)
Typ | Typ Il Typ llla Typ I/Typ llIb
Nicht Degenerativ Degenerativ Rheumatisch Kardiomyopathie
ischdmisch (“flail leaflet”) (chronisch)
Endokarditis Endokarditis latrogen Myokarditis
(Perforation) (rupturierte (Bestrahlung,
Chordae) Medikamente)
Kongenital (z.B. | Traumatisch Inflammatorisch Andere Ursachen
“cleft”) (rupturierte (Lupus, eosinophile | der linksventrikularen
Chordae, Endokarditis, Dysfunktion
Papillarmuskel) Endomyokardfibrose)
Rheumatisch
(akut)
Ischdamisch Rupturierter Funktionelle
Papillarmuskel Ischamie

Typ | normale Segelbewegung, Typ Il exzessive Segelbewegung, Typ Il restriktive Segelbewegung

(a: in der Diastole und Systole, b: in der Systole)

1.2.1. Die Degenerative Mitralklappeninsuffizienz

Die Klappendegeneration ist die haufigste Atiologie der Klappenerkrankung in den
Industrielandern. Bei der Mitralklappeninsuffizienz findet sich hauptsachlich ein
myxomatdser Degenerationsprozess, wie zum Beispiel ein Mitralklappenprolaps. Die
Sklerose kann in manchen Fallen ebenfalls zur Mitralklappeninsuffizienz fihren, zum

Beispiel durch die Verringerung der Segelmobilitat (Abramowitz et al. 2015)

Beim Mitralklappenprolaps wolben sich die Anteile der Mitralklappe wahrend der Systole in
den linken Vorhof vor. Die wichtigsten histomorphologischen Korrelate sind die diffuse
myxomatdse Degeneration (auch Morbus Barlow genannt) und der primare Prolaps mit
Ruptur der Chordae tendineae. In 70 % der Falle ist hierbei das posteriore Segel betroffen
(Fornes et al. 1999, Mills et al. 2004).
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Bei der ,Barlow-Krankheit* verursachen myxoide Strukturdefekte in der Gewebetextur eine
Minderung der Elastizitdt. Eine exzessive myxomatdse Gewebeproliferation durch
pathologische Vermehrung der Matrix-produzierenden interstitiellen Zellen bedingt einen
héheren Wasser- und Mucopolysaccharidegehalt im Klappengewebe und bedingt dadurch
eine groRere Spongiosaschicht. Dazu sind Matrix-Veranderungen erkennbar, wie z.B. die
Vermehrung der Kollagen-Fasern (Grande-Allen et al. 2003, Levine et al. 2015). Aufgrund
des mit Langenzunahme verbundenen Spannungsverlusts kann sich die Klappe wahrend der
Systole in den Vorhof vorwdlben. Das erhéhte Pendelvolumen fuhrt zur Ventrikeldilatation
und somit zur Verstarkung der Mitralklappeninsuffizienz. Durch eine Ventrikeldilatation
verliert auch der Ring im Laufe der Zeit an Stabilitat. Die myxomatdse Degeneration kann mit

Kalzifikationen assoziiert sein (Anyanwu et al. 2007).

Der primare Mitralklappenprolaps oder flail leaflet entsteht auch durch den Abriss der ihn
haltenden Sehnenfaden bzw. des Papillarmuskels. Dies geschieht hauptsachlich durch den
degenerativ bedingten Verlust der Elastizitdt im Rahmen einer fibroelastische Defizienz
(Barber et al. 2001)

Ein sekundarer Mitralklappenprolaps kann mit Bindegewebeerkrankungen wie z.B. Marfan-
oder Ehlers-Danlos-Syndrom, Osteogenesis imperfecta oder Pseudoxanthoma elasticum

assoziiert sein (Grau et al. 2007).

Eine weitere Ursache der Mitralklappeninsuffizienz ist die langsame progressive
Sklerosierung der Klappe. Ihre Rander werden aufgerollt, wodurch die Klappenoberflache
verkleinert wird. Diese Verkalkung bleibt in 77% der Falle am Anulus lokalisiert (Carpentier et
al. 1996) und wird durch eine progressive Akkumulation von Kalzium entlang und unter dem
Anulus verursacht (Fulkerson et al. 1979). Da die Mitralsegel in den meisten Fallen
ausgespart bleiben, hat die Anulus-Verkalkung wenig Einfluss auf die Funktion der
Mitralklappe. Eine ausgepragte Verkalkung kann jedoch zur Mitralklappeninsuffizienz flhren.
Eine Infiltration von Kalzium ins posteriore Segel verringert dessen Mobilitat und erhoht die
Traktion auf die Chordae tendineae. Dies flhrt zur Elongation sowie in extremen Fallen zur
Ruptur der Chordae (Abramowitz et al. 2015)

Die Anulus-Kalzifikation wird als ein chronisch degenerativer, nicht inflammatorischer und
altersabhangiger Prozess beschrieben. Die Pravalenz von Mitralklappenkalzifikation betragt
9% (Abramowitz et al. 2015). Die Anulus-Verkalkung ist ein haufiger Befund bei alteren
Erwachsenen und die Pravalenz der Anulusverkalkung nimmt mit dem Alter zu (Aronow und
Kronzon 1987).
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Die Atherosklerose spielt auRerdem eine Rolle in der Mitralklappensklerose. Die starke
Assoziation zwischen der Verkalkung der Mitralklappe und der kardiovaskularen
Risikofaktoren deuten darauf hin, dass beide unterschiedliche Formen derselben Erkrankung
sind (Roberts 1986)

Eine Erhdhung der mechanischen Belastung der Mitralklappe durch zum Beispiel eine
arterielle  Hypertonie, eine  Aortenklappenstenose oder eine hypertrophische

Kardiomyopathie fihrt auch zu einer Kalzifikation der Klappe (Nestico et al. 1984).

1.2.2. Die Mitralklappenendokarditis

Die Endokarditis der Herzklappen ist eine infektiose Erkrankung die durch einen Streuherd
im Bereich des Endokards bzw. der Herzklappen bedingt sein kann und mitunter eine
septische Erkrankung verursachen kann. Die am zweithaufigsten befallene Nativklappe nach
der Aortenklappe ist die Mitralklappe (Heiner et al. 2010). Eine bakterielle Absiedelung fuhrt
zu Entzindung, Nekrose, Ulzerationen und thrombotischen Auflagerungen. Dies fiihrt zur
Schadigung der Klappe und somit zur Insuffizienz. Am meisten tritt die infektiose
Endokarditis an bereits auf kongenitaler oder degenerativ erworbener Basis (Sullam et al.
1985) vorgeschadigten Klappen auf. Die Endokarditis verursacht eine lokale Destruktion der
Mitralklappe sowie die Entstehung von Auflagerungen (,Vegetationen®) und kann zur Ruptur
der Chordae tendineae und somit zur Mitralklappeninsuffizienz fuhren. Zusatzlich kann es
bei der Endokarditis zu Embolisationen der Vegetationen in die Gefaliperipherie und zu

Gewebeinfarkten kommen (Herold 2016).

Die haufigsten verursachenden Erreger sind Staphylokokken, Streptokokken und
Enterokokken. Weitere Erreger wie z.B. Coxiella bruneti, Chlamydien, Mykoplasmen,
Legionellen oder Pilze wurden selten nachgewiesen. Bei 4 bis 10% aller Endokarditiden
bleibt der Erreger unbekannt (Naber 2004).

Die Endokarditis ist eine selbststandige Krankheit mit variabler klinischer Symptomatik, sehr
unterschiedlichen klinischen Verldufen und multiplen Organmanifestationen. Die Blutkultur
spielt in der Sicherung der Diagnose, zusammen mit der Echokardiographie, eine wichtige
Rolle (Habib et al. 2015). Die Therapie der Endokarditis basiert auf einer kalkulierten
Antibiotikatherapie. Bei unkontrollierter Infektion, perivalvularen Abszessen und/oder
schwerer Klappensysfunktion ist eine zusatzliche operative Sanierung indiziert (Delahaye et
al. 2004). Durch eine interdisziplindre Behandlung konnte ein Rickgang der Mortalitéat von
18,5 auf 8,2 % erreicht werden (Botelho-Nevers et al. 2009).
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1.3. Mitralklappeninsuffizienzdiagnostik und Beurteilung

des Schweregrades

Zur Diagnosestellung gehort eine Schweregradbestimmung der Mitralklappeninsuffizienz,

welche in mehreren diagnostischen Schritten erfolgt.

1.3.1. Klinische Untersuchung

Die Basisdiagnostik der Mitralklappeninsuffizienz beinhaltet die Erfassung der klinischen
Symptomatik, welche durch Herzinsuffizienzsymptome wie Belastungsdyspnoe,
Abgeschlagenheit, Odeme, Schwindel etc. gekennzeichnet sein kann. Zur Graduierung wird

die Einteilung einer Herzinsuffizienz nach der NYHA-Klassifikation zu Grunde gelegt.

In der klinischen Untersuchung stehen die Auskultation des Herzens mit charakteristischen
Herzgerauschen sowie die Erfassung der Folgen der Herzinsuffizienz im Vordergrund

(Pleuraerguss, Lungenstauung, Odeme etc.) (Enriquez-Sarano et al. 2009).

1.3.2. Echokardiographie

Wenn sich aus den Untersuchungsergebnissen der Verdacht einer Mitralklappeninsuffizienz
ergibt, besteht die Indikation zur zweidimensionalen transthorakalen und
Farbdopplerechokardiographie als diagnostisches Standardverfahren (Lancellotti et al.
2013). Diese ist die zentrale diagnostische MaRnahme, um die Ursachen der
Mitralklappeninsuffizienz ~ (primar oder sekundar), Kalzifizierungen, degenerative
Veranderungen im Bereich der Klappensegel, der Sehnenfaden oder der Papillarmuskeln
etc., zu identifizieren. Die Echokardiographie liefert darliber hinaus wichtige Daten zum
Ausmall der Mitralklappeninsuffizienz. Beispielhaft ist in Abbildung 4 eine hochgradige

Mitralklappeninsuffizienz in der Farbdoppler-Echokardiographie dargestellt.
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Abbildung 4: Mitralklappeninsuffizienzdiagnose mittels Farbdopplerechokardiographie: ein breiter,
exzentrischer Jet spricht fir eine schwergradige Mitralklappeninsuffizienz (Lancellotti et al. 2013)

Die Mitralklappeninsuffizienz wird basierend auf der Beurteilung mehrerer Parameter im
Rahmen der echokardiographischen Untersuchung in drei Schweregrade eingeteilt. Die
qualitativen Parameter wie die Mitralklappenmorphologie und die subjektive Beurteilung des
Farbdoppler-Insuffizienz-Jets (Blutstrom im linken Vorhof wahrend der Systole) stellen die
wichtigsten  Beurteilungskriterien  dar. Regurgitationsvolumen und die effektive
Regurgitationséffnungsflache (EROA) kdnnen mithilfe der Kontinuitatsmethode und der
PISA-Methode (,proximal isovelocity surface area“) berechnet werden. Weitere Parameter
wie der systolische Riickfluss in den pulmonalen Venen (,pulmonary vein flow") und der CW-
Profil der Klappe (,continuous wave signal®) werden in Betracht gezogen (Lancellotti et al.
2013, Zeng et al. 2014).

Eine hochgradige primare Mitralklappeninsuffizienz hat deutliche Auswirkungen auf den
linken Ventrikel und den linken Vorhof. Die linksventrikulare Funktion und der Durchmesser
des linken Ventrikels sind deshalb weitere wichtige Informationen, die im Rahmen einer

Echokardiographie gewonnen werden kénnen (Lancellotti et al. 2013).

In Tabelle 2 ist eine Ubersicht zur Beurteilung der Mitralklappeninsuffizienz anhand

qualitativer, semiquantitativer und quantitativer Parameter dargestellt.

Die trans6sophageale Echokardiographie (TEE) ist eine wertvolle Ergdnzung der Diagnostik,
wenn die transthorakale Echokardiographie keine ausfuhrliche Beurteilung ermdglicht
(Lancellotti et al. 2013). Eine weitere erganzende Methode ist die dreidimensionale

Echokardiographie. Diese liefert plastische anatomische Bilder der Mitralklappe und
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erleichtert,

insbesondere bei

komplexen Klappenlesionen die bessere quantitative

Beurteilung der hamodynamischen Konsequenzen fir das Herz (Lang et al. 2012, Garbi und

Monaghan 2015)

Tabelle 2: Echokardiographische Beurteilung des Schweregrades der Mitralklappeninsuffizienz
(Lancellotti et al. 2013)

leicht

mittelschwer

schwer

Qualitativ

Mitralklappenmorphologie

normal/ auffallig

normal/auffallig

sichtbare schwere Lasion

schmaler,

sehr groRer, exzentrischer

Farbdoppler Jet mittelgrof’
zentraler Jet Jet bis zum Vorhofsdach
keine bzw.
Flusskonvergenz o mittel Ausgedehnt
minimal
schwach, triangular, dicht, friihes

CW-Signal

parabelférmig

dicht, parabelférmig

Geschwindigkeitsmaximum

Semi-Quantitativ

Vena contracta

<3 mm

mittel

>=7 mm

Pulmonalvenenfluss

systolische Welle

flachere systolische

Systolische Flussumkehr

dominant Welle
A-Welle
Mitraliseinstrom i variabel E-Welle > 1,5 m/s
dominant
Mitral-aortale TVI-Ratio <1 mittel >1,4
Quantitativ
Effektive
Regurgitations6ffnung <20 20-39 >=40
(mm?)
Regurgitationsvolumen
<30 30-59 >=60

(mi)
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1.3.3. Herzkatheteruntersuchung

Die Herzkatheteruntersuchung dient ebenfalls der Beurteilung des
Mitralklappeninsuffizienzgrades und der Messung der linksventrikularen Pumpfunktion. Ein
linksventrikulares Angiogramm erlaubt eine Einteilung der Mitralklappeninsuffizienz
entsprechend dem Kontrastmittelreflux. Wahrend bei leichtgradiger Insuffizienz ein diskreter
Reflux im Bereich der Klappenebene zu sehen ist, kann bei schwergradiger Insuffizienz eine
vollstandige, frUhe Kontrastierung des gesamten linken Vorhofs nachgewiesen werden
(Hamm et al. 2008).

Die Koronarangiographie ermdglicht auRerdem die Evaluierung einer eventuell vorliegenden
begleitenden koronaren Herzerkrankung. Dies ist vor jeder geplanten chirurgischen
Behandlung der Mitralklappe, insbesondere bei Patienten alter als 45 Jahre notwendig
(Vahanian et al. 2012). Es wurdebeschrieben, dass eine obstruktive Koronarlasion (>50%)
bei Patienten mit Mitralklappeninsuffizienz, obwohl keine koronare Krankheit anamnestisch

bekannt war in 19% der Falle vorhanden sein kann. (Lin et al. 2001)

1.3.4. Laboruntersuchung

Die Erfassung der ,brain natriuretic peptides (BNP) kann wichtige Informationen bzgl. des
Schweregrads der Mitralklappeninsuffizienz liefern. Mehrere Untersuchungen konnten
zeigen, dass der BNP-Plasmaspiegel mit dem Schweregrad der Mitralklappeninsuffizienz,
der resultierenden Herzinsuffizienz und der Prognose der Patienten korreliert (Sutton et al.
2003). Der BNP-Wert kann bei der Entscheidung Uber den Erfolg der friheren
Mitralklappenrekonstruktion hilfreich sein. Ein BNP-Wert tber 105 pg/ml hat Patienten mit
schwerer Mitralklappeninsuffizienz, die keine Luftnotangaben und somit anamnestisch
asymptomatisch waren, identifiziert. Ein geringer BNP-Wert ist mit einer guten
postoperativen Prognose korreliert (Bergler-Klein et ai. 2014). AuRerdem wurde berichtet,
dass die operative/interventionelle Sanierung der Mitralklappe zu einer Reduktion der BNP-
Spiegel fuhrt (Klaar et al. 2011).

1.3.5. Weitere Untersuchungen

Das EKG liefert als ergdnzende MalRnahme wichtige Informationen zum Herzrhythmus (z. B.
die Prasenz von Vorhofflimmern) und zur Reizleitung im Sinne eines Schenkelblocks. Eine

begleitende Ischamie kann auch auf diese Weise diagnostiziert werden.
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Im Einzelfall kénnen Belastungsuntersuchungen und die Stressechokardiographie Hinweise
auf die Leistungsfahigkeit des Patienten geben und somit eine belastungsabhangige
Verschlechterung der Mitralklappeninsuffizienz identifizieren (lUberproportionaler systolischer

Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks bei Belastung >60 mmHg) (Lancellotti et al. 2010).

In manchen Fallen kénnen auch Computertomographie und Magnetresonanztomographie

als erganzende Informationsquellen zum Einsatz kommen.

1.4. Die Therapie der Mitralklappeninsuffizienz

1.4.1. Chirurgische Verfahren

Zwei chirurgische Verfahren werden zur Therapie einer chronischen
Mitralklappeninsuffizienz eingesetzt: die Klappenrekonstruktion und der Klappenersatz. Die
Methodenwahl ist unter anderem von der Atiologie der Insuffizienz, der Anatomie der Klappe

und der linksventrikularen Funktion abhangig (Nishimura et al. 2014)

1.4.1.1. Die Mitralklappenrekonstruktion

Die klappenerhaltende Operation stellt fir viele Patienten mit einer symptomatischen,
primaren Mitralklappeninsuffizienz die Methode der Wahl dar. Sie ist mit einem geringeren
perioperativen Risiko, besseren Uberlebensraten und einer vorteilhaften linksventrikuldren

Pumpfunktion verbunden (Adams et al. 2010).

Im Rahmen der Mitralklappenrekonstruktion gelten Resektion von Segelanteilen, Plikatur,
Transposition von Sehnenfaden bzw. Papillarmuskeln, Neochordae und Anuloplastieringe
als etablierte Techniken. Die trianguldre bzw. quadrangulére Resektion des prolabierenden
Anteils, hauptsachlich des P2-Segmentes ist ein haufiges Verfahren in Hinblick auf das
posteriore Segel (Ziemer und Haverich 2010) Hierdurch wird ausgedinntes oder

Uberschlssiges Gewebe beseitigt und die Kontinuitat der Segel wiederhergestellt.

Zerstorte Sehnenfaden kénnen entweder durch Transposition benachbarter Sehnenfaden
oder durch den Einsatz kinstlicher Sehnenfaden, sogenannter Neochordae, ersetzt werden.
Eine neue Rekonstruktionstechnik mittels vorgefertigten Neochordae (Fadenmaterial aus
Polytetrafluorethylen), die sogenannte Loop-Technik, wurde in den letzten Jahren intensiv
erforscht und zeigte gute Ergebnisse in Hinblick auf das Erhalten der Klappenfunktion (David
et al. 2013, Shibata 2014). Die segelerhaltende Rekonstruktion wird bevorzugt, um die

anatomischen und physiologischen Eigenschaften der Klappe mdglichst geringfiigig zu
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beeinflussen. Erganzend muss eine passende Ringprothese den Anulus stabilisieren und

modellieren.

1.4.1.2. Der Mitralklappenersatz

Unter einem Mitralklappenersatz versteht man das Ersetzen der natlrlichen Mitralklappe
durch eine Endoprothese. Grundsatzlich werden zwei Arten von Herzklappenprothesen
unterschieden: mechanische Klappen und biologische Klappen (Transplantat von Mensch
oder Tier). Ein wesentlicher Nachteil der mechanischen Klappen besteht in der
gerinnungsaktivierenden kinstlichen Oberflache. Diese fiihrt zu einem erhéhten Risiko von
Thrombosen und Thrombembolien und macht eine lebenslange Antikoagulation notwendig
(Hirner und Weise 2008). Biologische Herzklappen sind im Vergleich zum eigenen Gewebe
einem schnelleren Abnutzungsprozess ausgesetzt und haben daher eine begrenzte
Lebensdauer (Hoffmann et al. 2008). Ublicherweise sind bereits nach einigen Jahren
sichtbare und auch funktionell bedeutsame Stérungen vorhanden, die einen Austausch

notwendig machen.

1.4.2. Interventionelle Behandlung

In manchen Fallen kann im interdisziplindren Konsens eine interventionelle Behandlung als
Alternative eingesetzt werden. Dies ist bei schwergradigen Mitralklappeninsuffizienzen in
Verbindung mit hohem Alter, thorakalen/kardialen Voroperationen oder grof3er
Einschrankung der LV-Funktion der Fall. Derzeit werden zahlreiche Methoden der
perkutanen katheterbasierten Behandlung der Mitralklappeninsuffizienz entwickelt und
erprobt. Ausreichende Studiendaten und klinische Erfahrungen sind jedoch nur fir das
MitraClip-System vorhanden (Nickenig et al. 2013). Dieses hat bei Risikopatienten eine
Verbesserung der Symptome bei relativ geringer Komplikationsrate ermdglicht (Rudolph et
al. 2014).

Das Vorgehen bei vorliegender Mitralklappeninsuffizienz ist wesentlich von der
echokardiographischen Diagnostik gefihrt. Eine Entscheidung tber die Durchfiihrung einer
medikamentdsen, interventionellen oder operativen Therapie, sowie die Wahl zwischen
Klappenersatz und Klappenrekonstruktion beim operativen Verfahren stellt eine
Herausforderung dar und begrindet das Bemuihen um eine quantitative Methode zur

Diagnosestellung und Therapieentscheidung.

Hierzu konnten die Matrix-Metalloproteasen  beitragen. |hre Rolle in  der

Mitralklappeninsuffizienz ist noch nicht abschliefend erforscht. Ein besseres Verstandnis
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dieser Rolle kénnte neue Perspektiven in der Diagnostik der Mitralklappeninsuffizienz

eroffnen und somit eine Hilfestellung bei der Therapieentscheidung leisten.
1.5. Die Matrix-Metalloproteasen und ihre Inhibitoren

Die Beschreibung der ersten humanen Matrix-Metalloprotease (MMP-1) wurde um 1966
vorgenommen. Uber 10 Jahre spater wurde das zweite Mitglied der MMP-Familie, die
Gelatinase-A (MMP-2) entdeckt. Seitdem waren die Matrixine und ihre Inhibitoren im
Mittelpunkt der Tumorforschung, die sie als wichtige Parameter fiir die Physiopathologie, die

Prognose aber auch die Therapie sieht (Kessenbrock et al. 2010, Gialeli et al. 2011).

Die Matrix-Metalloproteasen (auch als Matrixine oder MMPs bekannt) sind eine Gruppe
kalziumabhangiger, zinkhaltiger Endopeptidasen, die strukturell und funktionell verwandt
sind. Sie tragen wesentlich zur Degradation von extrazellularer Matrix bei und spielen daher
eine wichtige Rolle beim Gewebeumbaus in zahlreichen biologischen Prozessen wie der
Morphogenese, Wundheilung, Angiogenese oder bei pathologischen Prozessen wie das
Tumorwachstum (Egeblad und Werb 2002).

1.5.1. Struktur und Klassifikation

MMPs bestehen normalerweise aus drei Domanen, dem aminoterminalen Propeptid, der
katalytischen Domane, die mit einem Metallion (meist Zink) verbunden ist, und der
Hemopexin-Domane am Carboxylende. Die 24 bisher bekannten MMPs werden nach der
Organisation ihrer Domanen sowie nach ihrer Substratspezifitdt und Sequenzgleichheit in
sechs Gruppen eingeteilt (Visse und Nagase 2003): MMP-1, MMP-8, MMP-13 und MMP-18
gehdren der Gruppe der Kollagenasen. Die wichtigste Funktion dieser Gruppe ist die
Spaltung der Kollagene |, Il und Ill. Zusatzlich kénnen die Kollagenasen zahlreiche weitere
Moleklle verdauen. Die MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) werden in der
Gruppe der Gelatinasen zusammengefasst. Diese beiden Enzyme verdauen Gelatine, die
denaturierte Form von Kollagen. MMP-3, MMP-10 und MMP-11 zahlen zur Gruppe der
Stromelysinen. MMP-7 und MMP-26 gehdren zu der Matrilysinengruppe. Sechs weitere
MMPs (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) werden der Gruppe der
Membranstandigen MMPs zugeteilt. Sieben MMPs (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,
MMP-23, MMP-27, MMP-28) werden keiner der oben genannten Kategorien zugeordnet
(Visse und Nagase 2003).
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Die MMPs gelten als extrazellulare Proteine. Mehrere Studien haben allerdings gezeigt, dass
MMP-1, MMP-2 und MMP-11 auch intrazellular nachweisbar sind und mit anderen

intrazellularen Proteinen interagieren (Limb et al. 2005, Kwan et al. 2004).

1.5.2. Regulation der MMPs

Die MMPs sind pro-Enzyme und werden als inaktive Zymogene synthetisiert. lhre
Aktivierung findet meistens extrazellular statt und erfolgt sowohl auf proteolytischer als auch
auf nicht-proteolytischer Weise. Dabei wird die Bindung zwischen dem Cysteinrest und dem
Zinkion der katalytischen Domane zerstort. Dieser Vorgang wird als ,cystein switch®
bezeichnet (Visse und Nagase 2003). Verschiedene Gewebe- und Plasmaendopeptidasen
wirken aktivierend auf MMPs. Ebenfalls bewirkt die Peptidase Plasmin eine vollstandige
Aktivierung von Pro-MMP-9, Pro-MMP-3 und Pro-MMP-10 (Lijnen 2001). Chemische
Substrate wie z.B. NO spielen auch eine Rolle bei der Aktivierung (Gu et al. 2002). Darlber
hinaus ist die MMP-2 in der Lage, die Pro-MMP-9 zu aktivieren (Fridman et al. 1995). Hierbei
stellt die Tatsache, dass ein sogenannter ,Tissue Inhibitor of Matrixmetalloproteinases®
(TIMP) zur Aktivierung notwendig ist, einen besonderen Aspekt dar. Der TIMP-2 wird zum
Beispiel fur die Aktivierung der Pro-MMP-2 gebraucht (Wang et al. 2000).

Durch spezifische und unspezifische Inhibitoren kann die Aktivitait von MMPs gehemmt
werden. Die Gruppe der Gewebeinhibitoren von Metalloproteasen stellt die spezifischen
Inhibitoren dar. Bislang konnten vier verschiedene TIMPs bei Wirbeltieren ermittelt werden:
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4 (Visse und Nagase 2003). Es handelt sich um relativ
kleine Proteine, die sich aus 2 Domanen zusammensetzen. Diese Peptidase hemmen fast
alle MMPs. Neben den TIMPs als spezifische Inhibitoren der MMPs gibt es auch
unspezifische Inhibitoren, zu denen das Akute-Phase-Protein a2-Makroglobulin gehért. Es
wurde z. B. gezeigt, dass MMP1 starker mit a2-Makroglobulin als mit TIMP1 interagiert
(Cawston und Mercer 1986).

1.5.3. Funktion der MMPs und TIMPs

Indem sie die extrazellulare Matrix abbauen, spielen die aktivierten MMPs eine wichtige
Rolle beim Umbauprozess, der wahrend der Embryogenese, Morphogenese, Wundheilung,
Angiogenese und auch bei der Tumor-Invasion und anderen pathologischen Ablaufen
stattfindet (Egeblad und Werb 2002). Obwohl dieser Prozess fur lange Zeit als
Hauptfunktion der MMPs galt, haben neuere Studien gezeigt, dass MMPs Uber ein breiteres
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Spektrum an Funktionen verfligen. Beispielsweise wurde ihre Rolle im proteolytischen
Prozess von Cytokinen, Wachstumsfaktor und Wachstumsfaktor-Rezeptoren und in der
molekularen Zelladhesion bereits nachgewiesen (McCawley und Matrisian 2001, Rodriguez
et al. 2010).

Zu den Funktionen der TIMPs gehort die Hemmung aller aktiven MMPs. Die TIMPs sind die
endogenen spezifischen Inhibitoren der MMPs und spielen deshalb auch eine Rolle im
Umbau der extrazelluldaren Matrix. Diese Inhibition ist dennoch nicht gleich wirksam flr alle
TIMPs. TIMP-1 hemmt beispielsweise bevorzugt MMP-1, MMP-3, MMP-7 und MMP-9
wahrend TIMP-2 ein effektiver Hemmer der MMP-2 ist. TIMP-3 wird als Inhibitor fir MMP-2
und MMP-9 angesehen, und TIMP-4 spielt eine Rolle in der Einschrankung der katalytischen
Aktivitat der MT1-MMP und MMP-2 (Bourboulia und Stetler-Stevensona, 2010)

Weitere bekannte Funktionen sind z. B. die Aktivierung von Pro-MMPs, die Férderung des
Zellwachstums, die Matrixbindung, die Hemmung der Angiogenese und die Einleitung der
Apoptose (Lambert et al. 2004).

1.5.4. MMPs und kardiovaskulare Krankheiten

Wie bei den Tumorerkrankungen besteht in letzter Zeit ein zunehmendes Interesse an der
Rolle der MMPs und ihrer Inhibitoren in der Pathogenese verschiedener kardiovaskularer
Erkrankungen. Die Matrix-Metalloproteasen und ihre Inhibitoren wurden in zahlreichen
Studien mit kardiovaskularen Krankheiten in Verbindung gebracht und ihre Assoziation mit
deren pathologischen Prozessen wurde mehrfach gezeigt (Barbour et al. 2007, Kelly et al.
2007)

Die MMPs konnten beispielsweise eine Rolle in der Entwicklung eines thorakalen bzw.
abdominalen Aortenaneurysma spielen (Barbour et al. 2007). Ebenfalls wurde ein erhdhter
MMP Plasmaspiegel bei arterieller Hypertonie gefunden (Onal et al. 2009). Auch in
arteriosklerotischen Plaques wurde eine erhohte MMP-Expression gemessen. Die MMP-
Aktivierung kénnte daher die Atherogenese, die Thrombozytenaggregation und die Plaque-

Destabilisierung fordern (Beaudeux et al. 2004, Kadoglou et al. 2005).

Eine wichtige Rolle spielen die MMPs und TIMPs zusatzlich beim akuten Koronarsyndrom.
Ein erhdhter Urinspiegel von MMP-9 und TIMP-1 wurde bei Patienten mit koronararterieller
Krankheit bestimmt (Fitzsimmons et al. 2007). Nach einem akuten Myokardinfarkt wurden
auch erhéhte MMP-2 und MMP-9-Spiegel festgestellt (Kelly et al. 2007). Derzeit werden

MMPs und TIMPs als wichtige Prognose-Indikatoren nach einem Myokardinfarkt in Betracht
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gezogen (Kelly et al. 2008). Lindsey und Zamilpa haben die zeitliche und ortliche Verteilung
der MMPs und ihrer Inhibitoren im Herzen nach einem Myokardinfarkt untersucht und
konnten die Prasenz von MMP-1, -2, -3, -7, -9 und TIMP-1 in den Myozyten nachweisen. In
den Fibroblasten waren MMP-1, -2, -3, -9, -13, -14 und TIMP-1 vorhanden, wahrend in den
Myofibroblasten MMP-2 und -14, in den Neutrophilen MMP-8 und -9, in den Makrophagen
MMP-1, -3, -7, -8, -19 und -12 und in den Endothelialzellen MMP-2 und -9 nachweisbar
waren (Lindsey und Zamilpa 2012).

1.5.5. MMPs und die Mitralklappe

MMPs sind im valvularen Gewebe vorhanden. Eine Lokalisation der Matrixine hatte gezeigt,
dass MMP-1, TIMP-1 und TIMP-2 in allen Herzklappen nachweisbar sind; MMP-2 hingegen
nur in der Aorten- und Pulmonalklappe. MMP-3 und MMP-9 wurden interessanterweise in

den Herzklappen nicht gefunden (Dreger et al. 2002).

Der Zusammenhang zwischen MMPs und Mitralklappenerkrankungen wurde bereits in
mehreren Studien untersucht. Beispielsweise konnte eine Korrelation zwischen MMP-Gehalt
und Fibrose im linken und im rechten Vorhof bestatigt werden. Dies kénnte auf eine MMP-
Beteiligung im kardialen Remodeling hinweisen (Anné et al. 2005). Bei myxomatdser Klappe
wurde ein erhéhter MMP-2-Gehalt festgestellt. Erhdhter oxydativer Stress bei myxomatdser
Krankheit fihrte zur erhéhten R-TGF-induzierten Fibrose und Remodeling. Es gab dagegen
keinen Unterschied im MMP-9-Gehalt zwischen myxomatéser und gesunder Klappe (Hagler
et al. 2013).

Beim Mitralklappenprolaps wurde eine erhdhte sympathische Aktivitat festgestellt. Die Zellen
mit erhdhtem Norepinephrin-Gehalt wiesen einen erhohten totalen MMP2-, MMP9- und
einen niedrigeren TIMP2-Spiegel auf. Das sympathische Nervensystem spielt durch seinen
Einfluss auf die MMP-Synthese eine Rolle in der Mitralklappendegeneration (Hu et al. 2014).
Eine Korrelation zwischen Intensitat der TIMP2-Farbung in der Mitralklappe und Haufigkeit
des mitralen Sehnenfadenabrisses sowie eine gradabhangige Assoziation zwischen TIMP2-
Nachweis und Auftreten eines Chordae-Abrisses wurden gezeigt. Patienten mit hoher
TIMP2-Intensitat weisen ein erhdhtes Risiko auf, einen Sehnenfadenabriss zu erleiden (Lin
et al. 2009).

Eine positive Korrelation wurde auch zwischen MMP-1-Farbungsintensitat in der Mitralklappe
und Sehnenfadenabriss gezeigt (Lin et al. 2013). Eine wichtige experimentelle Studie hat

sich mit der physiopathologischen Konsequenz von MMPs befasst (Mahimkar et al. 2009):
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Der transgene Ausdruck von MMP-2 flihrt bei Mausen zu &hnlichen pathologischen
Befunden in Sehnenfaden wie beim humanen Mitralklappenprolaps (keine gute
Differenzierung zwischen Spongiosa und Fibrosa, Akkumulation gro3er Mengen abnormer
Proteoglykane und Degeneration von Kollagen und elastischen Fasern). Die MMPs kdnnten
daher am Degenerationsprozess der Mitralklappe beteiligt sein. Auch in degenerierten
Klappenbioprothesen wurde bei konstantem MMP-2-Spiegel ein erhéhter MMP9-Spiegel

bestimmt (Simionescu et al. 1996).

Die MMPs und ihre Inhibitoren iben weitere Einflisse aus. Beispielsweise fihrt ein TIMP2-
Mangel zur Verschlimmerung der kardialen Dysfunktion nach biomechanischem Stress
(Kandalam et al. 2011). Es wurde gezeigt, dass ein Mangel an TIMP-2 mit einem Anstieg
von Todes- und Herzversagensraten nach Mitralklappenoperationen verbunden ist. TIMP-2
kann als unabhangiger Prognosefaktor bei Mitralklappenkrankheit betrachtet werden (Lin et
al. 2014).
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2. Ziel der Arbeit

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Analyse der Expression von Matrix-
Metalloproteinasen  bei  Mitralklappeninsuffizienz. Dafir wurden zwei Matrix-
Metalloproteinasen (MMP1 und MMP-9) und zwei Inhibitoren (TIMP-1 und TIMP-2) im
valvularen Gewebe von Patienten mit Mitralklappeninsuffizienz immunhistochemisch

untersucht und mit den klinisch-pathologischen Befunden verglichen.

Ziel der Arbeit war ein Beitrag zum besseren Verstandnis der Rolle von Matrix-
Metalloproteinasen in der Mitralklappeninsuffizienz. Es galt folgende Fragestellungen zu

beantworten:

= Spielen Matrix-Metalloproteinasen eine Rolle in der Entstehung der
Mitralklappeninsuffizienz?

= Besteht eine Korrelation zwischen der MMP-Expression in der Mitralklappe und dem
klinisch-pathologischen Mitralklappeninsuffizienzgrad?

» Gibt es einen Unterschied in der Expression von MMPs in Abhangigkeit von der
Atiologie der chronischen Mitralklappeninsuffizienz?

= Kann die MMP-Expression als Hilfestellung in der Diagnostik eingesetzt werden?
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Untersuchungsmatherial

Bei dem in der vorliegenden Arbeit retrospektiv untersuchten Material handelt es sich um
Mitralklappengewebe aus chirurgischen Resektaten. Dieses wurde nach Entnahme in
zehnprozentiger Formalinlésung (entsprechend 3,76% Formaldehyd) fixiert, daraufhin nach
Standard in Paraffin eingebettet und anschlieRend archiviert. Die verwendeten Proben

entstammen dem Archiv des Instituts fur Pathologie der Philipps-Universitat Marburg.

3.1.2. Gerate, Chemikalien und Ansatze

3.1.2.1. Gerite

» Brutschrank/Inkubationsschranke (Ehret, Emmendingen)

= Kuhl- und Gefriergerate (Liebherr, Biberach an der Riss; Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe)
=  Mikrotom SM 2000 R (Leica, Bensheim)

» Superfrost plus Objekttrager (Thermo)

= Objekttrager (Otto)

» Tissue Strainer COT 20 (Medite)

» Autostainer plus Gerat (DAko)

= Dampfkocher Multigourmet

» Lichtmikroskop (Olympus)

3.1.2.2. Chemikalien und Ansitze

= Xylol (Merck, Darmstadt)

= Ethanol (Merck, Darmstadt)
= Eosin (Roth, Karlsruhe)

» Hamalaun (Roth, Karlsruhe)
= Entellan (Merck, Darmstadt)
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= Antigen Demaskierung TRS-EDTA
o Dako Target Retrieval Solution pH 9
o Fa. Dako
o Bestellnummern S2362, S2367
»= Antigen-Demaskierung TRS-Citrat
o Dako Target Retrieval Solution Citrat pH6
o Fa. Dako
o Bestellnummer S2369
= Peroxydase Blocking solution (S2023, Fa. Dako)
» Wash Buffer (S3006, Fa. Dako)
= Antibody Diluent (S2022, Fa. Dako)
» Dako REAL Envision HRP Rabbit/Mouse (K5007, Fa. Dako.)
= Dako Real DAB-Chromogen (K 5007, Fa. Dako)
» Dako Real Substrate Buffer (K5087, Fa. Dako)
» Dako Real Hamatoxylin (S2020, Fa. Dako.)

3.1.3. Antikorper

Die verwendeten Antikdrper sind kommerzielle monoklonale Antikdrper, entstammen der

Maus-Spezies und sind gegen humane Proteine gerichtet.

MMP-1: Mouse Anti-Human Matrix Metalloproteinase-1 Monoclonal Antibody
Verdinnung 1:10000
Bestellnummer MAB3307

Hersteller Fa. Millipore

MMP-9: Novocastra Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody Matrix Metalloproteinase 9
Verdinnung 1:20
Bestellnummer NCL-MMP9-439

Hersteller Fa. Leica biosystems

TIMP-1: Monoclonal Mouse Anti-Human Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1 clone VT7
Verdinnung 1:50
Bestellnummer M7293

Hersteller Fa. Dako
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TIMP-2: Novocastra Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody Tissue Inhibitor of Matrix
Metalloproteinase 2

Verdinnung 1:50

Bestellnummer NCI-TIMP2-487

Hersteller Fa. Leica biosystems

3.2. Methoden

3.2.1. Gewebeaufbereitung zur HE- und immunhistochemischen

Farbung

Zur leichteren Bearbeitung wurde das in Paraffin eingebettete Material fir ca. 20 Min. bei -
20°C gelagert. Anschlieend wurden mit einem Schlitten-Mikrotom (SM 2000 R, Leica) ca. 2
pum dicke Schnitte angefertigt und auf Super-frost-plus-Glasobjekttrager der Firma Thermo
scientific (FUr die Hamatoxylin-Eosin-Farbung auf normale Objekttrager) aufgezogen und im

Brutschrank fir mindestens 60 Minuten bei 60°C entparaffiniert.

3.2.2. Die Hamatoxylin-Eosin Farbung

Eine Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin wurde bei allen Gewebeproben durchgefihrt.
Die vorbereiteten Gewebeschnitte wurden im kontinuierlichen Linearfarbeautomat ,Tissue
Stainer COT 20“ nach einem festgeschriebenen Protokoll gefarbt. Dabei wurden folgende
Lésungen eingesetzt (in zeitlicher Reihenfolge): Xylol, Alkohol (100%, 96%, 70%), Wasser,
Hamalaun, Wasser, Eosin, Alkohol (96%, 100%) und Xylol.

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden anschlieRend von einem Pathologen in Hinblick auf

Probenqualitat und Atiologie beurteilt.
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Abbildung 5: Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin (rechts: myxoide Mitralklappe, links:
Endokarditis)

3.2.3. Immunhistochemie

Im Folgenden werden die Schritte des Verfahrens zur immunhistochemischen Farbung
erlautert.

1. Entparaffinierung: Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte fur 3x10 Min. in Xylol
gewaschen und anschlief’end durch eine absteigende Alkoholreihe (2x5 Min. 100% Ethanol,
2x5 Min. 96% Ethanol, 2x5 Min. 70% Ethanol) gezogen. Schliellich wurden die Schnitte mit
destilliertem Wasser gespuilt.

2. Antigen-Demaskierung: Die Schnitte wurden in Demaskierungslésungen eingetaucht
und anschlieBend fir 45 Min. in einen Dampfkocher gestellt. SchlieRlich wurden sie mit
destilliertem Wasser gespllt. Es wurden folgende Demaskierungslésungen verwendet:
MMP-1: Antigen Demaskierung TRS-EDTA

MMP-9: Antigendemaskierung TRS-EDTA

TIMP-1: Antigen-Demaskierung TRS-Citrat

TIMP-2: Antigen-Demaskierung TRS-EDTA

Die darauffolgenden Schritte wurden im Geréat ,Autostainer plus® durchgefuhrt.

3. Endogene Enzymblockierung: Mit Hilfe einer Peroxydase-hemmenden Lésung wurden
die endogenen Enzyme blockiert.

4. Spilung mit Wash Buffer
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5. Interaktion mit dem jeweiligen primaren Antikorper fur 45 Min. Die Antikorper wurden

vorher mit ,Antibody Diluent® verdinnt.
6. Spiilung mit Wash Buffer zur Entfernung der nicht gebundenen Sekundarantikérper.

7. Polymerkonjugat Dako Real Envision fir 20 min: Die Polymerkonjugat-Methode basiert
auf dem Einsatz eines sowohl Enzym- als auch antikdrpermarkierten Polymerkonjugats,
dessen ,Ruckgrat® aus einem inerten Dextranmolekil besteht. Neben durchschnittlich 70
Enzymmolekilen kénnen daran 10 Antikdrpermolekile gebunden werden. Die Konjugation
von Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Immunglobuline-Sekundarantikérpern macht das

System jeweils fur mono- und polyklonale Primarantikorper einsetzbar.
8. Spiuilung mit Wash Buffer

9. Chromogen fir 12 min: Diaminobenzidin-Chromogen und Substrate Buffer. Es bildet sich

eine braunliche, in Alkohol unlésliche Farbe.
10. Spiilung mit Wash Buffer
11. Spiilung mit destilliertem Wasser

12. Gegenfarbung mit Hamatoxylin-L6sung, um die Zellen sichtbar zu machen (mit

destilliertem Wasser 1:5 verdinnt, fir 5 Min.)
13. Entnahme der Schnitte aus dem Gerat

14. Dehydratation: Die Schnitte wurden anschlieBend durch eine Alkoholreihe
aufsteigender Konzentration entwassert, um eine vollstdndige Dehydratation zu
gewabhrleisten (2x5 Min. 70% Ethanol, 2x5 Min. 96% Ethanol, 2x5 Min. 100% Ethanol);
anschliefend 3x10 Min. Xylol.

15. Eindecken: Die Objekttrager wurden mit einigen Tropfen Entellan bestrichen und mit

einem Deckglas versiegelt.

3.2.4. Auswertungsmethode der immunhistochemischen Praparate

Zur Kontrolle der durchgeflihrten immunhistochemischen  Farbungen  wurden
Positivkontrollen angefertigt und beurteilt. Als Positivkontrolle diente Gewebe, das laut
Antikérper-Datenblatt gesichert die Zielproteine exprimiert. Abbildung 6 stellt Aufnahmen der

Positivkontrollen dar.
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Abbildung 6: Positive Kontrollen (oben rechts: MMP-1, Niere; oben links: MMP-9, Plazenta; unten
rechts: TIMP-1, Prostata; unten links: TIMP-2, Plazenta)

Die immunhistochemisch gefarbten Praparate wurden mit einem Lichtmikroskop der Firma
Olympus in 4-, 10- und 40-facher VergroRBerung untersucht. Die Einteilung der
immunhistochemischen Farbeergebnisse wurde anhand der folgenden semi-quantitativen

Skala ermittelt (prozentualer Anteil der gefarbten Zellen):
0 = negativ (keinerlei Farbung erkennbar)

1 = positiv nur bei sehr wenigen Zellen

2 = positiv bei einem mafigen Teil der Zellen

3 = stark positiv bei einem groflkeren Teil der Zellen

Um eine moglichst objektive Auswertung zu erzielen, wurden die Prozentzahlen sowohl von
der Autorin als auch von einem Pathologen verblindet ermittelt und anschlieRend gemeinsam

reevaluiert.
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Abbildung 7: Ein Beispiel fir die Bewertung anhand der gefarbten Zellen: MMP-9 (oben links. Grad 0,
oben rechts: Grad 1; unten links: Grad 2; unten rechts: Grad 3)

3.2.5 Bildgebung

Die in der Dissertation vorhandenen Bilder wurden mit einem Fotomikroskop der Firma Leica
mit Hilfe der ,IM50 Basissoftware Digital“ aufgenommen und bearbeitet.

3.2.6 Statistik

Zur statistischen Analyse wurde das Programm “IBM SPSS Statistics 24" (Statistical
Package for the Social Sciences) genutzt.

Als signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 fir alle statistischen Tests
angesehen. Bei kontinuierlichen Variablen wie zum Beispiel Patientenalter wurden
deskriptive Statistiken wie Mittelwert, Maximum, Minimum und Median verwendet. Bei
kategorialen Variablen wie Geschlecht, Komorbiditaten (wie z.B. Vorhoffimmern, KHK und
arterielle Hypertonie) wurden die Haufigkeiten ausgewertet.
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Um die Abhangigkeit zwischen der Expression der Matrixmetalloproteinasen und ihrer
Inhibitoren und dem Mitralklappeninsuffizienzgrad bzw. der Atiologie zu bewerten, wurde der
Chi-Quadrat-Test verwendet. Da im vorliegenden Fall die unabhangige Variable (MMP-
Score) definitionsgemal eine ordinalskalierte kategoriale Variable ist, wurde zur Auswertung
des Tests der Zusammenhang linear-mit-linear herangezogen (Chi Quadrat nach Mantel-

Haenszel).

3.3. Ethikvotum

Diese Studie wurde der Ethikkommission der Philipps-Universitat Marburg vorgelegt und
unter dem Aktenzeichen 70/16 genehmigt. Das positive Ethikkommissionsvotum wurde am
05.09.2016 erteilt.

3.4. Patienten

In dieser Arbeit wurden retrospektiv die Akten von 80 Patienten betrachtet, die an einer
Mitralklappeninsuffizienz erkrankt waren. Die Operationen fanden zwischen 2007 und 2015

statt. Eine Gewebeprobe wurde hierbei aus der erkrankten Mitralklappe enthnommen.

3.4.1. Geschlecht und Alter

Von den insgesamt 80 betrachteten Patienten waren 33 Frauen (41,3%) und 47 Manner
(58,7%). Das Erkrankungsalter lag zwischen 32 und 89 Jahren bei einem medianen Alter

von 67 Jahren.

3.4.2. Komorbiditaten

71 Patienten hatten zusatzlich zur Mitralklappeninsuffizienz mindestens eine weitere
relevante Erkrankung. Die haufigsten Nebendiagnosen waren arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus Typ 2, Koronare Herzerkrankung, Herzrhythmusstérungen und Niereninsuffizienz.
Weitere relevante Nebenerkrankungen waren u.a. Trikuspidalinsuffizienz, Aortenvitium,
chronisch obstruktive Lungenerkrankung, periphere arterielle Verschlusskrankheit und Z.n.

apoplektischem Insult.
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Von insgesamt 80 Patienten hatten 9 keine relevanten Komorbiditaten. Die Anzahl der
Patienten, die jeweils eine, zwei oder drei und mehr Nebenerkrankungen belduft sich auf 19,
21 und 31 (Siehe Abb. 8)

Die Haufigkeiten der Hauptnebenerkrankungen werden in Tabelle 3 prasentiert.

In der Mehrzahl der Falle wurde eine Herzkatheteruntersuchung vor dem geplanten Eingriff
durchgefiihrt. Bei diesen Untersuchungen wurden folgende Befunde erhoben: Bei 49
Patienten wurde keine relevante Stenose der Koronararterien diagnostiziert. Bei 20
Patienten war dagegen eine KHK vorhanden. Diese teilten sich wie folgt auf: 6 Patienten
hatten eine ein-GefalR-KHK, 5 Patienten eine 2-GefalR-KHK und 8 eine 3-Gefal3-KHK. Ein
Patient hatte in seiner Vorgeschichte eine bekannte KHK mit Z.n. koronarer
Bypassoperation.

m Keine m1 2 m3oder mehr

Abbildung 8: Verteilung der Patienten anhand der Anzahl der Nebendiagnosen (arterielle Hypertonie,
kHK, Vorhofflimmern, chronische Niereninsuffizienz, Diabetes Typ Il)
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Tabelle 3: Haufigkeit der 3 wichtigsten Nebendiagnosen

Komorbiditidten Haufigkeit Prozentzahl
Arterielle Hypertonie Ja 41 51,2 %
Nein 39 48,8%
Vorhofflimmern Ja 39 48,8%
Nein 41 51,2%
KHK Ja 20 25%
Nein 49 61,3%
Ohne Angabe 11 13,7%

Zusatzlich hatten 14 Patienten eine bekannte chronische Niereninsuffizienz und 13 waren an

Typ-2 Diabetes erkrankt.

3.4.3. Symptome

Die meisten Patienten waren symptomatisch. Das Hauptsymptom war eine
Belastungsdyspnoe (bei 29 Patienten). Bei 12 weiteren Patienten waren unklares Fieber
und Abgeschlagenheit aufgetreten. 5 hatten bei der Diagnosestellung einen septischen
Schock.

3.4.4. Echokardiographie

Die Diagnose der Mitralklappeninsuffizienz wurde anhand einer Echokardiographie bestatigt.
Der Schweregrad wurde mittels mehrerer echokardiographischer Parameter festgelegt. Bei
den untersuchten Patienten hatten 8 den MI-Grad 1, 27 den MI-Gad 2 und 45 den MI-Grad
3.
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EMI-Grad1 ™ MI-Grad 2 MI-Grad 3

Abbildung 9: Verteilung der Patienten anhand des Mitralklappeninsuffizienzgrades

Nach der gemessenen Ejektionsfraktion (EF) wurden die Patienten in 3 Gruppen unterteilt.
48 Patienten hatten eine normale EF (> 55%). 9 hatten eine leicht eingeschrankte EF (46%-
55%) und 8 eine mittelgradig eingeschrankte EF (36%-45%). Bei 15 Patienten waren keine

Angaben zur EF vorhanden.

3.4.5. Das operative Verfahren

Der operative Zugang erfolgte bei den meisten Patienten durch eine mediane Sternotomie.
Bei einem Patienten wurde eine rechtslaterale Minithorakotomie durchgefihrt. In 33 Fallen
wurde die Mitralklappe rekonstruiert, bei 47 Patienten wurde sie ersetzt. Von den 47

Klappenprothesen waren 25 biologisch und 22 mechanisch.

3.4.6. Pathologischer Befund

Die Atiologie wurde im pathologischen Bericht dokumentiert. Diese kann in zwei Gruppen
unterteilt werden: die Mitralklappenendokarditis und die degenerative
Mitralklappeninsuffizienz. In der Gruppe der degenerativen Atiologien kann zwischen
folgenden Untergruppen unterschieden werde: myxoid, sklerosiert und gemischt (myxoid und

sklerosiert). Abbildung 10 stellt die Aufteilung der betrachteten Patienten nach Atiologie dar.
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Myxoid
27%

Endokarditis Degenerativ
44% 56%

Sklerosiert
18%

Myx./Skler.
11%

Abbildung 10: Aufteilung der untersuchten Klappen nach Atiologie

Tabelle 4: Chirurgische Therapieform im Verhaltnis zum pathologischen Befund (Anzahl Patienten)

Ersatz
Rekonstruktion

Biologisch | Mechanisch
Myxoid 19 0 3
Degenerative Genese Sklerosiert 4 9 1
Myxoid/Sklerosiert 4 1 4
Endokarditis 5 16 14

3.4.7. Komplikationen und postoperativer Verlauf

Bei 33 Patienten dauerte der Intensiv-Aufenthalt zwischen 4 und 6 Tagen und verlief ohne
relevante Komplikationen. Bei 47 Patienten sind postoperative Komplikationen aufgetreten.
Diese waren u.a. Nachblutung, Durchgangssyndrom und transitorische respiratorische
Insuffizienz. 11 Patienten litten unter schwerwiegenden Komplikationen, darunter neu
aufgetretene Herzinsuffizienzen, schwergradige Rythmusstérungen mit Implantation eines
Defibrillators/ Herzschrittmachers, akute Niereninsuffizienzen, Leberinsuffizienzen und
dauerhafte Pulmonalinsuffizienzen mit der Notwendigkeit einer Tracheotomie. 5 Patienten

starben in der ersten postoperativen Woche.
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Tabelle 5: Postoperativer Verlauf und Komplikationen

Postoperativer Verlauf

Anzahl Patienten

Komplikationslos

33 (41,25%)

Leichte Komplikationen

31(38,75%)

Schwergradige Komplikationen

11 (13,75%)

Tod

5 (6,25%)
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4. Ergebnisse

4.1. Verteilung der Expression von MMPs und ihren

Gewebeinhibitoren

41.1. MMP-1

In allen Gewebeproben war ein MMP1-Nachweis vorhanden. Auf eine Null-Bewertung bei
MMP1 wird daher verzichtet. Abb. 11 stellt die Expression von MMP-1 in den Mitralklappen
beispielhaft dar.
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Score 1

Score 3

Abbildung 11: Immunhistochemische Bewertung von MMP-1 (1 = positiv nur bei sehr wenigen Zellen,
2 = positiv bei einem mafigen Teil der Zellen, 3 = stark positiv bei einem gréReren Teil der Zellen)
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Die Intensitatsverteilung der Expression von MMP-1 im erkrankten Mitralgewebe wird in
Abbildung 12 prasentiert. Score 0 wurde in keinem der Falle vergeben.

SCORE 1 SCORE 2 SCORE 3

Abbildung 12: Verteilung der MMP-1 Expression in der immunhistochemischen Untersuchung

4.1.2. MMP-9

Nicht in allen untersuchten Mitralklappen war die Matrixmetalloproteinase 9 nachweisbar. Die
Bewertungsskala der Farbungsintensitat umfasst daher auch eine 0-Bewertung. Abbildung

13 stellt die Farbungsintensitat in den vier Bewertungsstufen beispielhaft dar. In Abbildung
14 wird die Verteilung prasentiert.
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Abbildung 13: Immunhistochemische Bewertung von MMP-9 (0 = negativ/ keinerlei Farbung
erkennbar, 1 = positiv nur bei sehr wenigen Zellen, 2 = positiv bei einem maRigen Teil der Zellen, 3 =
stark positiv bei einem gréReren Teil der Zellen)

45



40

35

30

25

20

15

10

: B

SCORE O SCORE 1 SCORE 2 SCORE 3

Abbildung 14: Verteilung der Expression von MMP-9 in der immunhistochemischen Untersuchung

4.1.3. TIMP-1

Auch der Tissue Inhibitor TIMP-1 konnte in manchen Praparaten nicht nachgewiesen
werden. Beispielhafte Aufnahmen in den vier Intensitatsstufen (Score 0 bis 3) zeigt
Abbildung 15. Die Aufteilung der betrachteten Patienten nach TIMP-1 Expression wird in
Abbildung 16 prasentiert.
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Score 3

Abbildung 15: Immunhistochemische Bewertung von TIMP-1 (0 = negativ/ keinerlei Farbung
erkennbar, 1 = positiv nur bei sehr wenigen Zellen, 2 = positiv bei einem maRigen Teil der Zellen, 3 =
stark positiv bei einem gréReren Teil der Zellen)
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Abbildung 16: Verteilung der TIMP-1 Expression in der immunhistochemischen Untersuchung
4.1.4. TIMP-2
Die Expression des Tissue Inhibitors TIMP-2 wird ebenfalls je nach Farbungsintensitat in

einer vierstufigen Skala eingeteilt. Die Skala wird beispielhaft in Abbildung 17 prasentiert.
Abbildung 18 zeigt die Verteilung der Patienten nach Starke der TIMP-2 Expression.
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Abbildung 17: Immunhistochemische Bewertung von TIMP-2 (0 = negativ/ keinerlei Farbung
erkennbar, 1 = positiv nur bei sehr wenigen Zellen, 2 = positiv bei einem maRigen Teil der Zellen, 3 =
stark positiv bei einem gréReren Teil der Zellen)
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SCORE O SCORE 1 SCORE 2 SCORE 3

Abbildung 18: Verteilung der TIMP-2 Expression in der immunhistochemischen Untersuchung
4.1.5. Wechselwirkung zwischen den untersuchten MMPs:

In den untersuchten Mitralgewebepréparaten hat sich eine Ubereinstimmung in der Starke
der Expression von MMPs gezeigt. In 31 Praparaten (38,7%) ergab sich fir MMP1, MMP9,
TIMP1 und TIMP2 sogar ein identischer Farbungsscore. Mit einer groberen Aufteilung der
Farbungsintensitat in zwei Gruppen (schwach fur Score 0 und 1 und stark fir Score 2 und 3)
erhéht sich die Anzahl der Praparate mit gleicher Bewertung fiir alle MMPs auf 42 (52,5%).

Eine besonders starke Wechselbeziehung zeigte sich zwischen MMP-1 und MMP-9. Bei 64
Praparaten (80%) stimmte die Starke der Expression von MMP-1 und MMP-9 (berein. Eine
ahnliche Assoziation wurde zwischen TIMP-1 und MMP-1 festgestellt (Ubereinstimmung in
77,5% der Falle).

Weniger ausgepragt ist die Wechselwirkung zwischen MMP-9 und TIMP-1 (67,5%
Ubereinstimmung), MMP-1 und TIMP-2 (65% Ubereinstimmung), und zwischen MMP-9 und
TIMP-2 (72,5% Ubereinstimmung). Abbildung 19 stellt die jeweiligen Verhéltnisse zwischen
den MMP-Expressionen dar.
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m Ubereinstimmende Bewertung Unterschiedliche Bewertung

20,0% 22,5% o
: 35,0% 32,5% 27,5% 25,0%

MMP1/MMP9  MMP1/TIMP1  MMP1/TIMP2  MMPY/TIMP1  MMPY/TIMP2  TIMP1/TIMP2

Abbildung 19: Gemeinsame Expressionen von MMPs und TIMPs (basierend auf zwei
Intensitatsstufen: schwach und stark)

4.2. Zusammenhang zwischen MMPs und ihren Inhibitoren
und dem echokardiographischen Grad der

Mitralklappeninsuffizienz

4.2.1 MMP-1 und MI-Schweregrad

In  den Mitralklappenpraparaten der Patienten, bei denen eine leichtgradige
Mitralklappeninsuffizienz in der Echokardiographie diagnostiziert wurde, ergab sich
immunhistochemisch eine erhéhte MMP-1 Expression. In der 0.g. Gruppe wurden 75% der
Patitenten dem Score 3 und 25% dem Score 2 eingeteilt. Score 1 wurde bei keinem der
Patitenten vergeben.

Mit steigendem Mitralklappeninsuffizienzgrad steigt die Haufigkeit des Score 1 bei
ricklaufiger  Haufigkeit von Score 2 und 3. Bei den Patienten mit
Mitralklappeninsuffizienzgrad 2 wurde in 11,1% der Falle ein MMP-1 Score von 1, in 51,8%
der Falle ein Score von 2 und in 37% der Faélle ein Score 3. Bei vorliegender
Mitralklappeninsuffizienz 3. Grades beliefen sich die Werte auf respektive 26,6%, 44,4% und
28,8%. Es =zeigte sich statistisch eine Linear-by-Linear Assoziation mit einem
Signifikanzniveau von 0,008.

Abbildung 20 stellt die Zusammenhange graphisch dar.
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Abbildung 20: Anteile der MMP-1 Scores in Abhangigkeit vom Mitralklappeninsuffizienzgrad

4.2.2. MMP-9 und MI-Schweregrad

Die Verteilung der MMP-9-Expression dhnelt der von MMP-1. Der lineare Zusammenhang ist
jedoch  weniger eindeutig. Die  MMP-9-Verteilung in  Abhangigkeit  vom
echokardiographischen Mitralklappeninsuffizienzgrad wird in Abbildung 21 prasentiert. Eine
statistisch signifikante Linear-by-Linear Assoziation kann auch hier bestatigt werden
(Signifikanzniveau = 0,019). Die MMP-9-Expression nimmt daher mit steigendem
Mitralklappeninsuffizienzgrad ab.
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Abbildung 21: Anteile der MMP-9 Scores in Abhangigkeit vom Mitralklappeninsuffizienzgrad

4.2.3. TIMP-1 und MI-Schweregrad

Auch im  Verhaltnis zwischen TIMP-1  Expression und Schweregrad der
Mitralklappeninsuffizienz kann ein Bezug bestatigt werden. Die TIMP-1 Expression nimmt mit
steigendem Schweregrad ab. Der Score 0 wurde beispielsweise nur bei Patienten mit
Schweregrad 3 vergeben. In dieser Gruppe haben ca. 60% der Patienten einen Score von 0
oder 1. Bei den Patienten mit leichtgradiger Mitralklappeninsuffizienz (Grad 1) haben
dagegen 87,5% einen Score von 2 oder 3. Es zeigte sich eine statistisch signifikante Linear-

by-Linear Assoziation mit einem Signifikanzniveau von 0,000.

Abbildung 22 zeigt die genaue Verteilung der TIMP-1 Expression in Abhangigkeit vom

Schweregrad der Mitralklappeninsuffizienz.
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Abbildung 22: TIMP-1 Score in Abhangigkeit vom Mitralklappeninsuffizienzgrad

4.2.4. TIMP-2 und MI-Schweregrad

Ein ahnlicher Zusammenhang konnte auch zwischen der TIMP-2 Expression und dem
Mitralklappeninsuffizienzgrad festgestellt werden. Bei schwergradigen Insuffizienzen sind
niedrige TIMP-2 Scores starker ausgepragt (68,9% der Patienten haben einen Score von 0
oder 1). Hohere TIMP-2 Expressionen wurden hingegen bei leichtgradigen
Mitralklappeninsuffizienzen festgestellt (62,5% der Patienten haben einen Score von 2 oder
3). Das Signifikanzniveau des Zusammenhangs betragt 0,002. In Abbildung 23 wird die

Verteilung im Detail prasentiert.
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Abbildung 23: Anteile der TIMP-2 Scores in Abhangigkeit vom Mitralklappeninsuffizienzgrad

4.3. Zusammenhang zwischen MMPs und ihren Inhibitoren

und der Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz

4.3.1. MMP-1 und Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz

Bei den meisten Praparaten von Patienten mit Endokarditis Idsst sich eine erhohte

Expression von MMP-1 nachweisen. 65,7% der Praparate wurden mit Score 3 bewertet. Bei

der degenerativen Mitralklappeninsuffizienz wurden dagegen nur 13,3% der Praparate mit

Score 3 bewertet (gegen 31,1% Score 1, 55,5% Score 2). Der Unterschied zwischen den

beiden Atiologien ist statistisch signifikant (p = 0,000).

Tabelle 6: Verteilung der MMP-1 Scores in Abhangigkeit von der Atiologie

MMP1
1 2 3
Endokarditis 2,8% 31,4% 65,7%
Atiologie Degenerative
g » g 311% | 555% | 133%
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Abbildung 24: MMP-1 Score in Abh&ngigkeit von der Atiologie

4.3.2. MMP-9 und Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz

Die MMP-9 Expression verteilt sich wie folgt: 8,5% der Endokarditis Praparate haben keine
MMP-9 Expression, 11,4% haben den Score 1, 34,2% haben den Score 2 und 45,7% den
Score 3. Bei der degenerativen Mitralklappeninsuffizienz wurden 4,4% mit Score 0 bewertet,
31,1% mit Score 1, 51,1% mit Score 2 und 13,3% mit Score 3.

Tabelle 7: Verteilung der MMP-9 Scores in Abhangigkeit von der Atiologie

MMP9
0 1 2 3
8,5 11,4 | 34,2 | 45,7
E k mgm H H ) )
Atioogie ndokarditis % % % %
9 Degenerative 44 31,1 51,1 13,3
Mi % % % %
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Abbildung 25: MMP-9 Score in Abhangigkeit von der Atiologie

4.3.3. TIMP-1 und Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz

Bei den Praparaten der Patienten mit Endokarditis wurde eine héher ausgepragte TIMP-1

Expression festgestellt (88,6%

haben Score 2 oder

Bei

den degenerativen

Mitralklappeninsuffizienzen waren hingegen die niedrigeren TIMP-1 Scores haufiger prasent

(ca. 60% haben Score 0 oder 1). Der beschriebene Unterschied zwischen den Atiologien ist

statistisch signifikant.

Tabelle 8: Verteilung der TIMP-1 Scores in Abhangigkeit von der Atiologie

TIMP1

0 1 2 3

11,4 | 34, 4,
Endokarditis 0% 3| %43

. . % % %

Atiologie ;

Degenerative 24,4 355 | 28,9 11,1

Mi % % % %
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Abbildung 26: TIMP-1 Score in Abhangigkeit von der Atiologie
4.3.4. TIMP-2 und Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz

11,4% der Endokarditis Praparate haben keine TIMP-2 Nachweis, 25,7% haben den Score
1, 28,5% haben den Score 2 und 34,3% den Score 3. Bei der degenerativen
Mitralklappeninsuffizienz wurden 4,4% mit Score 0 bewertet, 53,3% mit Score 1, 35,5% mit
Score 2 und 6,6% mit Score 3.

Tabelle 9: Verteilung der TIMP-2 Scores in Abhangigkeit von der Atiologie

TIMP2
0 1 2 3

Endokarditis 11,4% | 25,7% | 28,5% | 34,3%

Atiologie
Degenerative Mi 4,4% 53,3% | 35,5% 6,6%
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Abbildung 27: TIMP-2 Score in Abhangigkeit von der Atiologie

4.3.5. Verteilung der MMPs und ihrer Inhibitoren bei der

degenerativen Mitralklappeninsuffizienz:

Die histologisch untersuchten degenerativen Mitralklappenpraparate wurden in 3
verschiedenen subgruppen in Abhangigkeit von dem pathologischen Befund unterteilt:
myxoide Klappeninsuffizienz, sklerosierte Mitralklappe und myxoid-sklerosierte Klappe. Es
zeigte sich in der statistischen Bewertung kein signifikanter Unterschied in der Verteilung
der MMPs und ihrer Inhibitoren zwischen sklerosierter MI, myxoider MI und gemischter
sklerosiert und myxoider Mitralklappe (das Signifikanzniveau betrug >0,05)

4.4. Einfluss der Nebendiagnosen auf die Expression von

MMPs und deren Inhibitoren

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression von MMPs und deren
Inhibitoren in Abhangigkeit von den Nebenbefunden (arterielle Hypertonie, Vorhofflimmern
und KHK). Die Verteilung der Expression von Matrix-Metalloproteinasen in Abhangigkeit von
den Nebendiagnosen wird in Tabelle 10 prasentiert.
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Tabelle 10: Verteilung der Matrix-Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren in Abhangigkeit von
arterieller Hypertonie, Vorhofflimmern und KHK

MMP-1 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2

Score 1 2|3 1 2|3 1 2|3 1 23

nein 9 |14 | 16 10| 15| 10 7 113 14 16| 11| 9
Arterielle
Hypertonie

ja 6 | 22|13 8 |20 12 13112 ] 10 17 | 15| 6

nein 511818 6 |18 | 14 10 | 13 | 15 13114 | 11
Vorhofflimmern

ja 10| 18 | 11 12 | 17 | 8 10112 | 9 20112 | 4

nein |12 |23 | 14 111211]12 13|14 | 15 19|20 | 8
KHK

ja 3110 7 51718 5/ 5|6 10| 3 | 4

4.5. Einfluss der Expression von MMPs und deren

Inhibitoren auf die postoperativen Komplikationen

Es ergab sich in der statistischen Untersuchung mittels Chi*>-Test kein Zusammenhang

zwischen der Expression von MMP-1, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 und dem postoperativen

Verlauf. Komplikationslose Verlaufe sowie Falle mit leichten und schweren Komplikationen

zeigten keine signifikanten Unterschiede in Hinblick auf die Expression von MMPs und deren

Inhibitoren.
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5. Diskussion

5.1. MMPs als Marker des pathologischen Umbaus bei der

Mitralklappeninsuffizienz

In der vorliegenden Arbeit wurden in den meisten untersuchten Mitralklappen beide Matrix-
Metalloproteasen (MMP-1 und MMP-9) sowie beide Inhibitoren (TIMP-1 und TIMP-2)
gefunden. Besonders interessant ist hierbei die Prasenz von MMP-9 in der erkrankten
Mitralklappe. Eine Untersuchung von Dreger et al. hatte zuvor gezeigt, dass MMP-9 im
Gegensatz zu MMP-1, TIMP-1 und TIMP-2 in der gesunden humanen Mitralklappe nicht zu
finden ist (Dreger et al. 2002).

Eine veterinar-medizinische Studie erzielte ahnliche Ergebnisse im Hinblick auf die
Trikuspidalklappe. Der Vergleich zwischen gesunden wund chronisch erkrankten
Trikuspidalklappen bei Hunden zeigte, dass MMP-9 nur in erkrankten Klappen nachweisbar
ist (Aupperle et al. 2010).

Die verstarkte Prasenz von MMP-9 im Rahmen kardiovaskularer pathologischer Prozesse
wurde bereits in Zusammenhang mit anderen Erkrankungen, wie arterieller Hypertonie,
Atherosklerose und Myokardinfarkt berichtet. Die Proteinase wird daher in den letzten Jahren

verstarkt als potentieller Biomarker erforscht (Yabluchanskiy et al. 2013).

Die Prasenz von MMP-9 ausschlief3lich im erkrankten Mitralklappengewebe kdnnte auf ihre
Rolle im pathologischen Umbauprozess, der zur Mitralklappeninsuffizienz fihrt, hindeuten.
Der MMP-9-Nachweis kénnte sich daher, wie bei dhnlichen kardiovaskuldren Erkrankungen,

als Marker eines pathologischen Zustands der Mitralklappe eignen.

5.2. Die komplexe Rolle der Gewebe-Inhibitoren in der

Mitralklappeninsuffizienz

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine statistisch signifikante positive Korrelation
zwischen der Expression von Matrix-Metalloproteasen und ihren Inhibitoren in erkrankten
Mitralklappen errechnet. Eine erhdhte Expression von MMP-1 war mit einer erhdhten
Expression von TIMP-1 verbunden und umgekehrt. Ein &hnliches Verhaltnis bestand
zwischen MMP-9 und TIMP-1, MMP-1 und TIMP-2, sowie zwischen MMP-9 und TIMP-2.
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Da TIMPs allgemein als spezifische Inhibitoren der Matrix-Metalloproteasen gelten (Visse
und Nagase 2003, Bourboulia und Stetler-Stevensona, 2010), widerspricht die gezeigte
positive Korrelation der natirlichen Vermutung, dass eine ausgepragte Prasenz der

Inhibitoren mit einer niedrigen Expression der MMPs verbunden sein soll.

Zusatzlich zur Inhibition der Matrix-Metalloproteinasen haben die TIMPs weitere Funktionen.
Es wurde z.B. gezeigt, dass diese eine Rolle in der Hemmung der Angiogenese und in der
Einleitung der Apoptose spielen (Lambert et al. 2004). Auflerdem wurde in einer
Untersuchung von biopsiertem Myokardgewebe bei Aortenstenose gezeigt, dass eine
erhohte Expression von TIMP-1 und TIMP-2 mit kardialer Fibrose und Dysfunktion bei
chronisch druckbelasteten Herzen assoziiert ist (Heymans et al. 2005). Ein direkter Einfluss
der TIMPs auf den pathologischen Prozess der Mitralklappendestruktion bei der
Mitralklappeninsuffizienz, der Uber ihre MMP-Hemmungsfunktion hinausgeht, ist in diesem

Zusammenhang nicht auszuschlieRen.

Die TIMPs spielen unter Umstanden sogar eine Aktivierungsrolle fir MMPs. Bernardo und
Fridman zeigten beispielsweise, dass TIMP-2 wesentlich zur Aktivierung von Pro-MMP-2
beitragt (Bernardo und Fridman 2003). Die Aktivierung erfolgt durch eine Komplex-Bildung
zwischen Pro-MMP-2, TIMP-2 und MT1-MMP (Brew and Nagase, 2010). TIMP-2 kann daher
sowohl Hemmer als auch Aktivator fur MMP2 sein. Diese beiden Funktionen kdnnen
simultan erfolgen und zu einem komplexen Umbau der extrazellularen Matrix fihren (Spinale
et al, 2014). Ein ahnliches Verhaltnis zwischen TIMP-1 und MMP-1 bzw. MMP-9 wirde im
Rahmen des komplexen Regulierungsprozesses bei der Mitralklappendegradation die

simultane Expression von MMPs und TIMPs erklaren.

Eine weitere noch nicht erforschte Hypothese besteht darin, dass die Synthese der
untersuchten TIMPs durch eine erhéhte Expression von MMPs stimuliert werden kdnnte. Die
Synthese von TIMPs ware in diesem Fall ein Kompensationsmechanismus, um die

Degradation der Mitralklappe durch eine Hemmung der MMPs zu verhindern.

5.3. MMPs als Indikator des Schweregrades einer

Mitralklappeninsuffizienz

Eine statistisch signifikante negative Korrelation zwischen der Expression der Matrix-
Metalloproteasen und dem Mitralklappeninsuffizienzgrad wurde in der vorliegenden Arbeit

gezeigt . In Klappen mit MI-Grad 1 waren in tUber 80% der Falle die Matrix-Metalloproteasen
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und ihre Inhibitoren stark exprimiert. Umgekehrt waren in Klappen mit MI-Grad 3 die MMPs

und ihre Inhibitoren vorwiegend schwach ausgepragt oder nicht nachweisbar.

Bisherige Untersuchungen des Verhaltnisses von MMPs und ihren Inhibitoren zum
Schweregrad kardiovaskularer Erkrankungen kamen je nach Pathologie zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Manche Studien haben festgestellt, dass das Serum-Niveau einiger Matrixine
parallel zur Schweregrad-Erhéhung steigt. Es zeigte sich zum Beispiel eine positive
Korrelation zwischen MMP-9 und TIMP-1-Expression und NYHA-Grad bei chronischer
Herzinsuffizienz (Morishita et al, 2017). Bei koronarer Herzerkrankung wurde eine positive
Korrelation zwischen Serum-Wert von MMP-9 und Zahl der stenosierten Koronararterien
gezeigt (Guo et al, 2014).

Weitere aktuelle Studien haben hingegen festgestellt, dass ein Mangel an bestimmten
Matrixinen mit der pathologischen Entwicklung verbunden ist. Kandalam et al. haben
beispielsweise gezeigt, dass ein TIMP2-Mangel mit der Verschlimmerung der kardialen
Dysfunktion nach einem biomechanischen Stress Kkorreliert (Kandalam et al. 2011).
Auflerdem haben Lin et al. bewiesen, dass ein Mangel an TIMP-2 mit dem Anstieg von
Todes- und Herzversagensrate nach Mitralklappenoperationen verbunden ist (Lin et al.
2014).

Die negativen Assoziation, die in unserer Studie festgestellt wurde, konnte dadurch erklart
werden, dass die Matrixine und ihre Inhibitoren im Rahmen eines dynamischen
Destruktionsprozesses interagieren: In den friihen Phasen der Mitralklappeninsuffizienz
beschleunigt die hohe Prasenz der Matrix-Metalloproteasen die Destruktion der Klappe. In
den spateren Phasen, wo die Zerstérung der Klappe beinahe vollstandig ist, wirde die
Synthese von Matrix-Metalloproteasen und ihren Inhibitoren eine untergeordnete Rolle
spielen, was die schwache Auspragung ihrer Expression erklaren konnte. Eine niedrige
Expression der untersuchten MMPs und TIMPs konnte daher bei bekannter

Mitralklappeninsuffizienz als Zeichen eines hohen Schwergrads infrage kommen.
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5.4. Erhohter MMP-Nachweis als Beweis einer starkeren

Mitralklappendestruktion bei Endokarditis

Die Farbungsintensitdt der MMPs und ihrer Inhibitoren in der Mitralklappe wurde in
Abhangigkeit von der Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz analysiert. Es zeigte sich hierbei
ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Mitralklappen, die durch eine
Endokarditis destruiert waren und denen, die eine degenerative Mitralklappeninsuffizienz
aufwiesen. Die untersuchten Matrixine und ihre Inhibitoren waren in den Endokarditis-

Praparaten deutlich starker exprimiert.

Ein ahnlicher Zusammenhang zwischen der Expression von Matrix-Metalloproteasen und
dem Vorliegen einer Endokarditis wurde in anderen Studien bereits nachgewiesen (Benoit et
al. 2010, Schoen 2008). Eine signifikante Up-Regulation mehrerer MMP-Gene in den
Herzklappen wahrend einer infektiosen Endokarditis wurde festgestellt. Konkret handelte es
sich in der Studie um die Gene fir MMP-12 und MMP-9 (Benoit et al. 2010).

Der Ursprung der erhdhten MMP-Expression liegt im pathophysiologischen Mechanismus
der Endokarditis. Es wurde bereits publiziert, dass die Synthese von MMPs u.a. durch
inflammatorische Zellen wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen erfolgt. Einige
Zytokine (IL-1, IL-10), TNF-alpha und andere Wachstumsfaktoren stimulieren ebenfalls die
MMP-Synthese (Stamenkovic, 2003). Im Rahmen einer infektidsen Endokarditis, in der ein
bestimmter Erreger eine lokale Inflammation des Endokards verursacht, wird eine
Immunantwort stimuliert. Mit der Immunantwort ist u.a. die Migration von Monozyten und
anderen inflammatorischen Zellen aus der Blutbahn ins Klappengewebe verbunden
(Elkington et al. 2005). Diese konnten zur lokalen Synthese der Matrix-Metalloproteinase und

somit zur erhOhten Expression im Mitralklappengewebe beitragen.

Bei den degenerativen Herzklappenkrankheiten konnte hingegen bisher keine Stimulation
einer Immunantwort und somit keine Migration von Immunzellen ins kardiale Gewebe
nachgewiesen werden. Der Degenerationsprozess wird anderen Mechanismen
zugeschrieben. Beim Mitralklappenprolaps zum Beispiel wurde eine erhéhte sympathische
Aktivitat festgestellt. Die Zellen mit erhdhtem Norepinephrin-Gehalt wiesen einen erhdhten
totalen MMP2-, MMP9- und einen niedrigeren TIMP2-Spiegel auf. Eine Aktivierung des
autonomen Nervensystems kénnte demnach beim Mitralklappenprolaps einen Einfluss auf
die MMP-Synthese haben (Hu et al. 2014).
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Die erhdhte Expression der Matrix-Metalloproteasen bei vorliegender Endokarditis kénnte
dadurch erklart werden, dass ein starkerer Umbau der extrazellularen Matrix und somit eine
ausgepragtere Mitralklappendegradation stattfindet. Bei der degenerativen
Mitralklappeninsuffizienz zeigt sich dagegen eine niedrigere MMP-Synthese, die zu einem
schwacher ausgepragten Umbau der Mitralklappe, und somit zu einem besseren Erhalt der

Klappe wahrend des degenerativen Prozesses fiihren wirde.

Der Vergleich von myxoiden und sklerosierten Mitralklappen als Subgruppen der
degenerativen Mitralklappeninsuffizienz stellte sich in der vorliegenden Arbeit als
Herausforderung dar. In der immunhistologischen Untersuchung der Matrix-
Metalloproteinasen ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Expression. Eine
histologische Trennung der beiden Prozesse in den untersuchten Mitralklappen erwies sich
als schwierig. In einem wichtigen Teil der Mitralklappen waren sowohl myxoide als auch
sklerosierte Veranderungen vorhanden. Die Abwesenheit eines signifikanten Unterschiedes
zwischen beiden Atiologien kénnte auRerdem durch Ahnlichkeiten in den
pathophysiologische Mechanismen der Entstehung der Mitralklappeninsuffizienz erklarbar

sein.

5.5. MMPs und Nebendiagnosen (art. Hypertonie, KHK,

Vorhofflimmern)

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wechselwirkung zwischen den Matrix-Metalloproteasen
und den Nebendiagnosen untersucht. Es ergab sich hierbei kein statistisch signifikanter
Unterschied in der Expression von MMPs und ihren Inhibitoren zwischen Patienten mit und
ohne Nebendiagnosen. Vorhofflimmern und arterielle Hypertonie zeigten keinen Einfluss auf

den MMP-Nachweis in der Mitralklappe.

Die Assoziation zwischen Vorhofflimmern und Matrixmetalloproteasen wurde in mehreren
Studien untersucht mit teilweise widersprichlichen Ergebnissen. Anné et al. sind beziiglich
des Vorhofflimmerns zu ahnlichen Ergebnissen wie in der vorliegenden Arbeit gekommen.
Ein Vergleich in der MMP-Expression im linken Vorhof zwischen Patienten mit
Vorhofflimmern und ohne zeigte, dass Vorhofflimmern keine direkte Rolle in der Entwicklung
der Vorhoffibrose und auch in der Expression von MMPs im linken Vorhof bei erkrankter
Mitralklappe spielt (Anné et al. 2005). Xu et al. sind zu abweichenden Ergebnissen

gekommen und haben gezeigt, dass eine Erhéhung der Expression von MMP-2 im Vorhof
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bei Patienten mit Kardiomyopathie mit der Entwicklung und Erhaltung von Vorhoffimmern
assoziiert ist (Xu et al. 2004).

In anderen Studien zeigte sich die arterielle Hyperonie als Kofaktor bei der Entstehung der
myxomatdsen Mitralklappenkrankheit. Lin et al. haben zum Beispiel gezeigt, dass eine
erhdhte Expression von TIMP-2 gekoppelt mit einer arteriellen Hypertonie die

Wahrscheinlichkeit eines Risses den Chordae Tendinae deutlich erhdht (Lin et al. 2009).

Die Anwesenheit einer koronaren Krankheit zeigte ebenfalls keine Auswirkung auf die

Expression von MMPs in der Mitralklappe.

Die Starke der MMP-Expression zeigte zudem keinen Einfluss auf den postoperativen

Verlauf. Hierbei wurde die Zeit direkt nach der Operation bis zur Entlassung bertcksichtigt.

5.6. Limitationen der Studie

Eine mdgliche Limitation der vorliegenden Arbeit kdnnte die ungleichmaRige Verteilung der
Schweregrade im Patientenkollektiv sein. Da flr leichtgradige Insuffizienzen meistens keine
OP-Indikation besteht und diese nicht systematisch operiert werden, waren
Mitralklappeninsuffizienzen 1. Grades im Gewebearchiv und somit im Patientenkollektiv

unterreprasentiert.

Auflerdem war bei manchen, relativ jungen Patienten kein Herzkatheter-Befund vorhanden
und somit keine Beurteilung der Kranzarterien moglich. Die genannten Patienten konnten
daher in der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen MMPs und der Prasenz einer
KHK nicht betrachtet werden. Die Abwesenheit des Befunds erklart sich durch die
Indikationsstellung des Verfahrens bei Mitralklappenoperationen. Eine
Herzkatheteruntersuchung ist demnach erst bei Patienten, die alter als 45 sind, notwendig
(Vahanian et al. 2012).

Die Echokardiographie-Befunde wurden den Patienten-Akten enthommen. Eine Limitation
dieses Vorgehens ist die Abwesenheit von Bildmaterial, was eine erneute Beurteilung
verhindert. Um die Nachteile eines subjektiven Befunds zu verringern, wurden bei der
Beurteilung des Schweregrades zusatzlich zu den qualitativen Parametern wie der
Morphologie der Mitralklappe und der Jet-Beurteilung weitere semi-quantitative Parameter
wie zum Beispiel die Gro3e der Vena contracta berlcksichtigt. Dieses Vorgehen ermdglicht
eine objektivere Klassifizierung der Mitralklappeninsuffizienz (Lancellotti et al. 2013). Die

Echokardiographie bleibt jedoch trotz aller Bemihungen ein relativ subjektives und
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Untersucher-abhangiges Verfahren. Die Messungen unterliegen Limitationen wie der
Qualitat des Gerates, den geometrischen Annahmen, der Exzentrizitat und der Dynamik des

Jets.

Zur Erhéhung der Beurteilungsobjektivitat  (Obuchowski, 2004) wurden die
Mitralkalppenpraparate von 2 Beurteilern unabhangig bewertet (erfahrener Pathologe und
Autorin). Der benutzte vier stufige semi-quantitative Score erhdht die Detektionsrate und die
Wiederholprazision des Bewertungssystems (Schakelford et al. 2002). Obwohl die
Bewertungen in den meisten Fallen Ubereinstimmig waren, sind Bewertungsfehler nicht
auszuschlieen. Vor allem zwischen den Stufen 2 und 3 sind die Unterschiede meist vom

subjektiven Empfinden stark abhangig.

Eine weitere mogliche Limitation der vorliegenden Arbeit liegt darin, dass durch die
Immunhistochemie lediglich der Nachweis und nicht die Aktivitdt von MMPs untersucht
werden kann. Die Mdglichkeit, dass diese in inaktiver Form exprimiert waren, kann im

Rahmen dieser Studie nicht ausgeschlossen werden.

Eine mogliche Limitation des durchgefiihrten Vergleichs zwischen den Atiologien kénnte
zudem darin bestehen, dass die infektidse Endokarditis in den meisten Fallen einen bereits
defekten  Klappenapparat befallt (Sullam et al. 1985). Eine degenerative
Mitralklappenkrankheit, z.B. in Form einer myxoiden Proliferation oder einer Sklerose, kdnnte
dementsprechend die Basis fir die Entstehung der infektiosen Endokarditis bei einem Teil

der untersuchten Patienten gebildet haben.
5.7. Klinische Aspekte

Ein besseres Verstandnis der Physiopathologie der Mitralklappeninsuffizienz ist eine wichtige
Voraussetzung flr eine bessere Therapie. Physiologisch sorgt die Interaktion zwischen der
extrazellularen Matrix und den valvularen interstitiellen und endothelialen Zellen firr einen
kontinuierlichen Umbauprozess, der zum Erhalt des Klappenapparates fihrt (Spadaccio et
al. 2016). Die Entstehung einer Mitralklappeninsuffizienz durch strukturelle Veranderungen in
der Klappe kann auf zwei unterschiedliche Mechanismen zurickgefihrt werden. Die
Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz ist hierbei entscheidend. Sowohl der mechanische
Stress als auch die durch Entziindung stimulierten biochemischen Prozesse kdnnen zu
einem pathologischen Umbau mit erhéhter Kollagen-Synthese flihren. Dieser Umbau ist mit

einer erhdhten Expression von MMPs verbunden (Spadaccio et al. 2016).
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Die durch Endokarditis verursachte Mitralklappeninsuffizienz weist im Vergleich zur
degenerativen Mitralklappenerkrankung eine erhdhte MMP-Expression und somit eine
starkere Klappendestruktion auf. Hierbei spielt die lokale Entziindung durch Migration von
Immunzellen eine wichtige Rolle. Die Synthese von MMPs durch Makrophagen in
entziindlichen Prozessen sowie im Rahmen des vaskuldren Remodelings und bei
chronischer vendser Insuffizienz wurde bereits in friheren Studien aufgezeigt (Ryo et al.
2009, MacColl and Khalil 2015). Die strukturellen Veranderungen durch eine zusatzliche
entziindliche Komponente sind bei der Endokarditis ausgepragter im Vergleich zu
degenerativen Mitralklappenerkrankungen, auch bei gleichem Mitralinsuffizienzgrad. Dies

konnte zur Therapieanpassung eingesetzt werden.

Bei der degenerativen Klappenerkrankung spielt der mechanische Stress eine wichtige
Rolle. Er fihrt zu einer Phanotyp-Anderung der valvuléaren Zellen (interstitielle und
endotheliale Zellen) mit pathologischer Produktion von extrazellularen Komponenten
(Spadaccio et al. 2016). Die niedrigere MMP-Expression im Rahmen der degenerativen
Mitralklappenerkrankung koénnte dadurch erklart werden, dass der Destruktionsprozess
langsamer voranschreitet und die Insuffizienz erst nach mehreren Jahren zum Vorschein

kommt.

Ob die Ischamie eine direkte Rolle in der Entstehung einer primaren
Mitralklappeninsuffizienz spielt, konnte in dieser Studie nicht geklart werden. Es wurde kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen koronararteriellen Stenosen und der

Mitralklappeninsuffizienz bei den untersuchten Patienten gefunden.

Die Mitralklappeninsuffizienz als Konsequenz einer strukturellen Anderung des
Klappenapparates ist ein komplexer dynamischer Prozess, in dem verschiedene molekulare
Interaktionen stattfinden. Die Interaktionen auf molekularchemischer Ebene scheinen
frihzeitig aufzutreten, bevor es zu einer echokardiographisch nachweisbaren pathologischen
Veranderung kommt. Ein Beweis hierfir kdnnte die starke Expression der Matrix-
Metalloproteinasen in der noch leichtgradigen Mitralklappeninsuffizienz sein. Eine frihere
Erkennung  dieser  strukturellen  Anderungen kénnte bei der friihzeitigen
Entscheidungsfindung Uber die Therapienotwendigkeit und die ansetzbaren

Therapieoptionen helfen.

In der vorliegenden Studie zeigte sich MMP-9 im Mitralklappengewebe als potentiell
geeigneter Marker der Mitralklappeninsuffizienz. Zu &ahnlichen Schlussfolgerungen sind
weitere kardiovaskulare Arbeiten gekommen. So konnte gezeigt werden, dass MMP-9 bei

ischamischen Herzerkrankungen eine wichtige Rolle spielt. Hamed und Fattah zeigten, dass
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MMP-9 im Serum ein Marker fur die Differenzierung zwischen Myokardinfarkt und instabiler
Angina Pectoris bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom ist (Hamed und Fattah 2015). In
diesem Zusammenhang konnte der MMP-9-Nachweis im Serum eine Ergadnzung zur
Echokardiographie in der Diagnose und Schweregrad-Bestimmung der

Mitralklappeninsuffizienz sein.

Die Betrachtung der Klappendestruktion als dynamischen Prozess, der in seinem zeitlichen
Verlauf durch unterschiedliche Mechanismen gekennzeichnet ist bedeutet im Hinblick auf
den Erfolg der ausgewahlten Therapiemethode, dass dieser vom Zeitpunkt des Eingriffs
abhangig ist. Somit konnten beispielsweise die neu-entwickelten synthetischen MMP-
Inhibitoren in den frihen Phasen der Destruktion, wo die MMP-Expression am starksten ist,
eine gute Alternative zur operativen Behandlung sein. Ziel dieser Therapie ware die
Erzielung eines kontinuierlichen physiologischen Umbauprozesses der extrazellularen
Matrix. Dies ist unter anderem fir den Erhalt der Mitralklappenfunktion von grof3er
Bedeutung. Bis jetzt wurden Zinc-Chelatoren, Doxycycline, Batimastat und Marimastat in der
Onkologie bei autoimmunen Erkrankungen und einigen kardiovaskuldaren Erkrankungen mit
einigem Erfolg getestet. Die moglichen Nebenwirkungen (hauptsachlich auf dem

muskuloskeletalen System) grenzen aber lhre Benutzung ein (Kucukguven and Khalil 2013).

Die Entscheidung Uber den bestmoglichen Operationszeitpunkt und das notwendige
operative Verfahren (Mitralklappenrekonstruktion oder Mitralklappenersatz) kénnte auch
anhand des MMP-Nachweises erleichtert werden. Dieser Parameter fihrt zusammen mit der
Echokardiographie zu einer verbesserten Auswahl des Operationsverfahrens und der zu
operierenden Patienten. Beispielweise kdnnte eine niedrige MMP-Expression bei einer
Mitralklappeninsuffizienz dritten Grades ein Hinweis darauf sein, dass die Destruktion der
Klappe fortgeschritten ist und die Erfolgsaussichten einer Rekonstruktion relativ gering sind.

Ein Ersatz der Klappe kann in derartigen Fallen bevorzugt werden.

5.8. Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Korrelation zwischen MMP-Expression und
Mitralklappeninsuffizienz deutet auf die Rolle der MMPs in der Diagnose und der
Schweregradbestimmung hin  und erdffnet Perspektiven hinsichtlich weiterer

Studienmdglichkeiten.

In der vorliegenden Studie wurde der Nachweis von MMPs und ihren Inhibitoren in der

Mitralklappe immunhistochemisch durchgefiihrt. Eine Untersuchung und Messung der
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Aktivitdt durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) scheint in Zukunft sinnvoll, um die

Ergebnisse zu bestatigen.

Weiterhin kdnnte eine Auswertung der MMP-Expression im Serum und in der Herzklappe in
unterschiedlichen Stadien der Klappendestruktion in Zukunft zu einer Verbesserung der
Diagnostik fuhren. Die MMPs, und hauptsachlich MMP9 koénnten als Marker der Destruktion

in Betracht kommen.

SchlieBlich kénnte die therapeutische Eignung einer Inhibition von MMP in den frihen

Phasen der Mitralklappendestruktion erwogen werden.
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6. Zusammenfassung

Nach heutigem Wissensstand ist der Pathomechanismus der Entstehung der
Mitralklappeninsuffizienz - mit eventueller Ausnahme der Endokarditis - mit mehreren
Unklarheiten verbunden. Wahrend sich mehrere Studien mit der Rolle von MMPs fir den
Mitralklappenprolaps beschéftigt haben, blieb der Atiologie-unabhangige Zusammenhang

zwischen MMPs und Mitralklappeninsuffizienz bisher weniger erforscht.

Die vorliegende Arbeit hatte als primares Ziel, die Rolle von Matrix-Metalloproteinasen und
deren Inhibitoren in der Mitralklappeninsuffizienz zu analysieren. Daflir wurde die Expression
von MMP-1, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 immunhistochemisch untersucht und ihre
Verteilung in Abhangigkeit von klinischen, echokardiographischen und histopathologischen

Befunden beurteilt.

Unter anderem wurde in der vorliegenden Studie ein deutlicher Zusammenhang zwischen
der Expression von MMPs und dem Mitralklappeninsuffizienzgrad gefunden. Es fand sich
eine erhdhte Expression von MMPs bei leichtgradiger Mitralklappeninsuffizienz und eine
relativ schwache Expression bei schwergradiger Mitralklappeninsuffizienz. Weiterhin wurde
die Atiologie der Mitralklappeninsuffizienz bei der Auswertung beriicksichtigt. Dabei zeigte
sich ein signifikanter Unterschied in der Expression von Matrix-Metalloproteinasen in
Mitralklappen mit Endokarditis im Gegensatz zu Mitralklappen mit degenerativer Erkrankung.
Innerhalb der degenerativen Gruppe fand sich kein relevanter Unterschied zwischen den

Subgruppen myxoide und sklerosierte Klappe.

Zusammenfassend hat sich in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der extrazellulare
Umbau und damit die Destruktion der Klappe bei der chronischen Mitralklappeninsuffizienz
ein dynamischer Prozess ist. Die starkere Expression von MMPs und ihren Inhibitoren bei
der Insuffizienz ersten Grades ist ein Hinweis darauf, dass die molekularen Veranderungen
den makroskopischen und damit den echokardiographisch diagnostizierbaren
Veranderungen vorausgehen. Dies eroffnet neue Perspektiven in der Frihdiagnose einer

Mitralklappeninsuffizienz und sollte im Rahmen zukuinftiger Studien weiter erforscht werden.
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7. Summary

According to current knowledge, the pathomechanism of the development of mitral valve
insufficiency - with the possible exception of endocarditis - is associated with several
ambiguities. While several studies have addressed the role of MMPs in mitral valve prolapse,
the aetiology-independent association between MMPs and mitral regurgitation has been less

well studied.

The primary objective of this work was to analyze the role of matrix metalloproteinases and
their inhibitors in mitral valve insufficiency. For this purpose, the expression of MMP-1, MMP-
9, TIMP-1 and TIMP-2 was examined by immunohistochemistry and their distribution was

evaluated according to clinical, echocardiographic and histopathological findings.

A clear correlation between the expression of MMPs and the degree of mitral valve
insufficiency was found in the present study. There was an increased expression of MMPs in
mild mitral regurgitation and a relatively weak expression in severe cases. Furthermore, the
aetiology of mitral regurgitation was considered in the evaluation. There was a significant
difference in the expression of matrix metalloproteinases in mitral valves with endocarditis as
opposed to mitral valves with degenerative disease. Within the degenerative group no

relevant difference was found between the subgroups myxoid and sclerosed valve.

In summary, the present study has shown that the extracellular remodeling and thus the
destruction of the valve in chronic mitral regurgitation is a dynamic process. The increased
expression of MMPs and their inhibitors in first-degree insufficiency is an indication that the
molecular changes precede the macroscopic and thus echocardiographically diagnosable
changes. This opens new perspectives in the early diagnosis of mitral regurgitation and

should be further explored in future studies.
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