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1. Fragestellung und Zielsetzung

Das Marfan-Syndrom (MFS) ist eine hereditare Bindegewebserkrankung. Trotz seiner
polymorphen Manifestation in unterschiedlichen Organsystemen stehen insbesondere
die Aortenwurzeldilatation sowie die hieraus resultierenden und weiterhin auftretenden
Komplikationen Aortendissektion und -ruptur im Vordergrund. In der Diagnostik und
Therapie der Aortenerweiterung wurden uber die letzten Dekaden grof3e Fortschritte
gemacht, sodass die Lebenserwartung von Menschen mit MFS deutlich gestiegen ist.
Bei der medikamentosen Therapie der Aortenwurzeldilatation ist unverandert die Gabe
von Beta-Blockern (B-Blocker) Goldstandard. In den letzten Jahren hat sich
zunehmend auch die Gabe von Angiotensin-lI-Typ-1-Rezeptor-Antagonisten (AT1-
Antagonisten) etabliert. Im Gegensatz zu den B-Blockern wirken diese sogenannten
Sartane gezielt in der Pathogenese des MFS, indem sie den Spiegel von Transforming
Growth Factor Beta (TGFp) senken. TGFp ist ein Zytokin, dessen Aktivitat beim MFS
gesteigert ist und maldgeblich die Aortenwurzeldilatation induziert. Trotz des gezielten
Eingreifens in den Pathomechanismus zeigte sich in klinischen Studien die erhoffte
Uberlegenheit der Sartane gegeniiber p-Blockern bislang nicht und tber den Einsatz
beider Medikamente gibt es seither einen andauernden Diskurs.

TGFB als Zielstruktur der AT1-Antagonisten ist in klinischen Studien bisher nur
unzureichend untersucht. Zudem beruhen die derzeitigen Erkenntnisse grofdtenteils
auf Studien mit Erwachsenen. Es gibt kaum TGFp-Werte von an MFS erkrankten oder
mit Sartanen behandelten Kindern. Es ware aber sinnvoll, TGF und den Einsatz der
AT1-Antagonisten in der Padiatrie genauer klinisch zu untersuchen, da eine
medikamentose Therapie der Aortenwurzeldilatation haufig bereits im Kindesalter
begonnen wird und die TGFp-Antagonisierung diesbezuglich praventiv wirken kdnnte.
Zudem bietet sich TGF moglicherweise sogar als prognostischer Marker fur das MFS
an.

Diese Arbeit soll zunachst TGFp-Werte bei herzgesunden Kindern untersuchen und
Normbereiche fur das Zytokin im Kindesalter definieren. Dafur wurden Blutproben von
Patient:innen des gesamten kindlichen Altersspektrums gewonnen und TGFp
gemessen. Die hieraus definierten Normwerte sollen die Grundlage fur die Messung

von TGFf bei an MFS erkrankten und auch mit Sartanen behandelten Kindern sein.



2. Einleitung

Im Rahmen dieser Dissertation sollen TGFp-Normwerte im Kindesalter definiert
werden, um pathologische TGFp-Spiegel bei Kindern mit MFS zu beurteilen. Die
Einleitung wird entsprechend zunachst TGF in seiner Funktion und Pathophysiologie
beleuchten und anschlie3end die Erkrankung des MFS und deren Zusammenhang mit
TGFp darstellen.

2.1. TGFpB

2.1.1. Biochemische Grundlagen

Aufbau und Isoformen

TGFp ist ein Polypeptid und Teil einer Superfamilie an Wachstumsfaktoren, zu welcher
uber 40 verwandte Proteine gezahlt werden. Hierzu gehoren unter anderem die Bone
morphogenetic proteins (BMP), Activine, Inhibine und die Mullerian inhibitor substance
(1). Sie alle haben eine Cystein-Struktur und teilen die Fahigkeit, Zellwachstum zu
limitieren (2). Bisher sind funf verschiedene Isoformen von TGF identifiziert, die zu
etwa drei Vierteln einen identischen Aufbau haben (3). Die Isoformen TGFfp1-3
kommen in Saugetieren vor. Im menschlichen Genom sind sie auf drei Chromosomen
lokalisiert: 19913, 1941, und 14924 (2). TGFB1-3 unterscheiden sich in ihrer
Rezeptorbindungsaffinitat. Die Deletion einzelner Isoformen resultiert im Mausversuch
in unterschiedlichen Phanotypen. Es ist also anzunehmen, dass jede Isoform
spezifische und vielzahlige Funktionen Ubernimmt (4).

Praktisch jede Zelle bildet TGFB und besitzt auch Rezeptoren fur das Zytokin (4).
TGFB1 wird in endothelialen, hamatopoetischen und Bindegewebszellen, TGFB2 in
epithelialen sowie neuronalen Zellen und TGFB3 vor allem in mesenchymalem
Gewebe exprimiert. TGFB1 und TGFB3 wirken vorrangig in der friuhen
Gewebsentwicklung, TGFB2 in der spateren -ausdifferenzierung (4).

Synthese und Sekretion

Jede Isoform wird zunachst als inaktive Vorstufe synthetisiert. Diese Prakursor-
Proteine nennt man Latent TGFp (LTGFp). LTGFp wird intrazellular von einer Furin-
Konvertase in ein groReres N-terminales Propeptid, Latency-associated peptide (LAP)
genannt, sowie ein kurzeres C-terminales aktives Peptid gespalten (5). Das aktive
Peptid ist das Zytokin TGFp in seiner reifen Form (6). Im Gegensatz zu den meisten

anderen Propeptiden bleibt LAP nicht-kovalent an das Zytokin gebunden (7). Die



Rezeptor-interagierenden Epitope werden durch das LAP geschutzt und TGF bleibt
somit inaktiv (6).

Die Struktur aus LAP und aktivem TGF bildet den Small latent complex (SLC) (6). Als
SLC kann TGFf nicht an seine Rezeptoren binden (8). Dies gelingt erst Uber Latent
TGFB-binding proteins (LTBP). LTBP binden LAP und damit den gesamten SLC. LTBP
und SLC bilden zusammen den Large latent complex (LLC, siehe Abbildung 1) (8).
TGFp wird also nicht als einzelnes aktives Zytokin, sondern als Teil eines inaktiven

Proteinkomplexes sezerniert (9).

LAP.

N TGF-B

SLC |LLC

_|:|_ .D. { - Ltbp-3

Abbildung 1: Large latent complex aus TGFf, LAP und LTBP (8).

LTBP

Vier verschiedene LTBP wurden bisher identifiziert, von denen insbesondere LTBP1

und LTBP3 starke kovalente Bindungen mit allen TGFp-Isoformen eingehen kdnnen
(10). Uber die LTBP wird TGFB an die extrazelluldre Matrix (ECM) gebunden. Dies
gelingt Uber die Bindung an Fibrillin-1 (FBN1), welches Bestandteil der ECM ist (11).
Der Nutzen der LTBP besteht zunachst intrazellular in der korrekten Faltung und
Sekretion sowie anschlie3end extrazellular in der exakten Positionierung des TGF§3-
Komplexes an unterschiedlichen extrazellularen Strukturen (6, 10, 12). Die vier LTBP-
Formen kommen dabei in unterschiedlichen Geweben vor. Nach der korrekten
Lagerung an der ECM kann TGF schnell und lokal seine Wirkung entfalten. LTBP
konnen die Verfugbarkeit und Aktivitat von TGFp maligeblich regulieren (8). Ohne die
Bindung an LTBP ist eine korrekte Aktivierung von TGFp nicht mdglich. Eine
Dysregulation bzw. das Fehlen von LTBP fuhrt zu Pathologien, wie sie auch bei einer
ganzlich fehlenden Aktivitat von TGFf3 beobachtet werden (13, 14).
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Aktivierung

TGFB wird als inaktives Zytokin sezerniert. Es verbleibt inaktiv, solange es an LAP
gebunden ist. Tatsachlich liegt TGFp groRtenteils im Parenchym als latente Form vor.
Bereits die Aktivierung eines geringen Anteils von TGFf fuhrt zu erheblichen zellularen
Reaktionen (7). Die Aktivierung von TGF ist komplex und nur rudimentar verstanden.
Grundsatzlich versteht man hierunter die Freisetzung des aktiven Zytokins aus dem
LLC durch Losung vom LAP (7). Verschiedene Aktivierungsmechanismen und -reize
wurden in vitro untersucht und in vivo beobachtet, unter anderem ein niedriger pH-
Wert, Hitze, reaktive Sauerstoffspezies, Plasmin, Thrombospondin, Integrine und
Proteasen (6, 7). Welche davon physiologisch tatsachlich agieren und maf3geblich an
der Aktivierung beteiligt sind, ist unklar (15, 16). Abhangig von Kontext und jeweiligem
Zelltyp scheinen unterschiedliche Mechanismen zu wirken (6). Allen
Aktivierungsmechanismen ist jedoch gemein, dass sie auf die Losung des aktiven
TGFB vom LLC zielen und dabei LAP als Zielstruktur haben (7). Im Folgenden werden
zwei gut untersuchte Mechanismen vorgestellt:

Die Bindung von Thrombospondin-1 (TSP1) an LAP aktiviert in vivo TGFp. Die
Interaktion unterbricht die nicht-kovalenten Bindungen von LAP zu TGFJ und setzt
somit das Zytokin frei (17). TSP1-Knockout-Mause teilen phanotypische Merkmale mit
TGFB-Knockout-Mausen. Es ist daher anzunehmen, dass TSP1 signifikant an der
TGFB-Aktivierung beteiligt ist (17).

Ein anderer wichtiger Aktivierungsmechanismus fur die Isoform TGFp1 ist die Bindung
der Integrine avp6 und o8 an LAP, was vermutlich eine Konformationsanderung des
LAP und somit auch die Freisetzung von TGFB bewirkt (16). Mause mit einer
veranderten LAP-Bindungssequenz fur diese Integrine zeigen dieselben Merkmale wie
TGFB-Knockout-Mause. Auch dieser Aktivierungsmechanismus scheint also
elementar zu sein (18). Fur TGFB2 kann dieser Aktivierungsmechanismus jedoch nicht
reproduziert werden, da hier eine andere Bindungssequenz vorliegt (16).

Insgesamt sind die TGFp-Aktivierungsmechanismen noch unverstanden und wohl bei
weitem nicht vollstandig. Dennoch kann man neben der einheitlichen Zielstruktur LAP
eine weitere Gemeinsamkeit feststellen. Alle Mechanismen konnen Ausdruck einer
Stérung bzw. Anderung der ECM sein, auf welche dann reaktiv TGFB ausgeschiittet
wird (7).
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Signaltransduktion

TGFB entfaltet seine Wirkung Uber die Bindung an drei verschiedene TGFf-binding
receptors (TGFBR). Dabei ist TGFBR3 der am meisten vorkommende Rezeptortyp,
welcher jedoch keine Signaltransduktion im eigentlichen Sinn Ubernimmt (4). TGFBR3
bindet das Zytokin und transferiert es anschlielend zu TGFBR1 und TGFBR2. Diese
beiden Rezeptoren sind sich strukturell ahnlich und haben intrazellular Serin-Threonin-
Kinase-Domanen, welche intrinsische Signalwege auslosen. Es sind bisher funf Typ-
2- und sieben Typ-1-Rezeptoren bei Saugetieren bekannt. Sie werden auch Activin-
like receptor kinases (ALK) genannt (19). TGFp interagiert in den meisten Zellen mit
TGFBR2 und ALKS5, in Endothelzellen zusatzlich mit ALK1 (3).

Der grundlegende Weg der Signaltransduktion ist wie folgt: TGFf3 bindet an TGFBRS,
welcher anschlieRend das Zytokin TGFBR2 prasentiert. TGF1 und TGFB3 kdnnen
auch direkt an TGFBR2 binden. TGFB2 hat nur eine niedrige Affinitat zu Typ-2-
Rezeptoren und bendtigt daher zunachst die Bindung an TGFBR3, um TGFBR2
aktivieren zu konnen (20). TGFBR2 bindet wiederum TGFBR1 und aktiviert dessen
intrazellulare Protein-Kinase-Aktivitat (4). Zytoplasmatische Transkriptionsfaktoren,
sogenannte SMAD-Proteine, werden vom aktivierten TGFBR1 phosphoryliert. Typ-1-
Rezeptoren agieren also nachgeordnet zu Typ-2-Rezeptoren bzw. als heteromerer
Rezeptorkomplex. Unterschiedliche Rezeptorkombinationen sind moglich und
determinieren den weiteren Signalweg (6).

SMAD-Proteine

SMAD-Proteine sind Transkriptionsfaktoren (4). Sie Ubernehmen den intrazellularen
Signalkaskaden von TGFp, ubermitteln also die Informationen von den Rezeptoren
zum Zellkern (1). Es werden Rezeptor-assoziierte R-SMAD, kooperierende Co-SMAD
und inhibitorische I-SMAD unterschieden. Sie agieren grundsatzlich in bestimmter
Reihenfolge (siehe Abbildung 2) (1).

Die aktivierte ALKS phosphoryliert die rezeptorassoziierten R-SMAD2 und 3, welche
anschlieend Co-SMAD4 binden. Der entstandene Komplex kann wiederum im
Zellkern mit Transkriptionsfaktoren interagieren und Gentranskriptionen regulieren (4).
ALK1 hingegen phosphoryliert die rezeptorassoziierten R-SMAD1, 5 und 8, welche
ebenfalls im Anschluss Co-SMAD4 binden. Co-SMAD4 agiert also als gemeinsamer
Mediator beider Signalkaskaden (21). I-SMADG6 und 7 haben eine inhibierende bzw.
negative Feedback-Funktion und konkurrieren um die Bindung an ALK1 bzw. 5 (1, 19).
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Die Vielzahl und Spezifitdt der von TGFp induzierten Signalwege wird durch diverse
Interaktionen der SMAD-Proteine untereinander, sowie durch Bindung weiterer
Transkriptionsfaktoren erreicht (22). Zudem sind auch SMAD-unabhangige

Signalwege beschrieben (23).

Cellular effects

Differentiation
Growth inhibition
Deposition of
extracellular matrix
Apoptosis

Abbildun 2: Extra- und intrazelluldre TGFp-Signaltransduktion (4).
RI=TGFBR1;RI= TGFBR2; RIlI=TGFBR3

Zusammenfassung der biochemische Grundlagen zu TGFp

Die biochemischen Grundlagen der Synthese, Sekretion und Signaltransduktion
zeigen, wie viele mdgliche Stellschrauben zur Verfligung stehen, um die Wirkung von
TGFB zu determinieren. Die Aktivitdt kann bzw. wird bei jedem einzelnen Schritt
reguliert, sodass TGFB mit nur drei verschiedene Isoformen unzahlige Wirkungen
entfalten kann. AuRerdem lassen die biochemischen Grundlagen bereits erahnen,
dass neben physiologischen Prozessen ebenfalls pathophysiologische Vorgange

Einfluss auf TGFp austben kdnnen bzw. von dem Zytokin beeinflusst werden.
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2.1.2. Aligemeine Funktion und Pathophysiologie

TGFB kommt nahezu ubiquitar im adulten und embryonalen Gewebe vor. Gleiches gilt
fur die TGFpB-Rezeptoren (4). Es gehort zu den pleiotrop sezernierten und
multifunktionalen Zytokinen mit autokriner, parakriner und endokriner Wirkung (6).
TGFB wird als Regulator vielzahliger Prozesse beschrieben. Es steuert unter anderem
Zellwachstum und -differenzierung, Apoptose, Embryogenese, Immunprozesse,
Wundheilung und Angiogenese. Jeder Zelltyp bzw. Kontext I0st dabei unterschiedliche
Signalkaskaden mit eigenen spezifischen Wirkungen aus (1). Die kritische Bedeutung
von TGF fur einen vitalen Organismus wird durch die fehlende Lebensfahigkeit von
TGFB-Knockout-Mausen deutlich. Bereits das Fehlen einer Isoform fuhrt zu etlichen
Pathologien und letztendlich zum frihen Versterben der Mause innerhalb weniger
Tage bis Wochen (24-27).

Veranderte TGFp-Aktivitat wird mit einer Vielzahl an Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Ebenso fuhren Mutationen in Genen, die Strukturen des TGF(-Signalwegs
kodieren zu diversen Pathologien (4). Physiologie und Pathophysiologie liegen hierbei
oft dicht beieinander, sodass im Folgenden beide Aspekte fur verschiedene Bereiche
betrachtet werden.

Kardiovaskulares System

TGFp reguliert sowohl Vaskulo- als auch Angiogenese, also die Gefaldneubildung aus
Vorlauferzellen des Endothels sowie aus vorbestehenden Blutgefallen (1). Die
gezielte Deletion von TGFB1 oder TGFBR2 resultiert im Mausexperiment in
fehlerhafter GefalRneubildung (28, 29). Eine dysregulierte TGFp-Signaltransduktion
konnte fur einige hereditare Erkrankungen mit insbesondere kardiovaskularer
Manifestation und Symptomatik gezeigt werden.

Das Loeys-Dietz-Syndrom (LDS) ist eine autosomal dominant vererbte
Bindegewebserkrankung. Sie basiert auf Mutationen in Genen, welche TGFBR1/ALKS
(LDS Typ 1) bzw. TGFBR2 (LDS Typ 2) kodieren. Das LDS fuhrt zu thorakalen,
zerebralen und abdominellen Aneurysmen und Dissektionen sowie kraniofazialen
Stigmata, wie Hypertelorismus, Lippen-Kiefer-Gaumenspalte oder gespaltene Uvula.
Daruber hinaus sind skelettale Veranderungen, wie Trichter- und Kielbrust, Skoliose
oder luxierbare Gelenke sowie neurokognitive Beeintrachtigungen beschrieben (30).
Das LDS ist dem MFS in seiner Pathophysiologie sowie klinisch in der unterschiedlich
starken phanotypischen Auspragung sehr ahnlich und fuhrt zu vielen gemeinsamen

Krankheitsmerkmalen. Es basiert jedoch auf anderen Mutationen.
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Unter Familiaren thorakalen Aortenaneurysmata und -dissektionen (TAAD) werden
mehrere autosomal dominant vererbte Mutationen zusammengefasst. In betroffenen
Familien kommt es gehauft zu Veranderungen der thorakalen Aorta, daruber hinaus
aber kaum zu syndromalen Merkmalen. Eine genetische Komponente und familiare
Haufung scheint grundsatzlich bei etwa jeder funften Aortenerkrankung vorzuliegen.
Dabei treten Veranderungen der Aorta bei TAAD deutlich friher als bei sporadischen
Fallen auf. Bei syndromalen Krankheiten, wie dem MFS oder LDS, kommt es
nochmals fruher zu Aortenanomalien (31). Auch beim TAAD sind wie beim LDS neben
vielen anderen ursachlichen Genveranderungen TGFBR2-Mutationen beschrieben
(32).

Das MFS als prominenter Vertreter hereditarer Erkrankungen mit dysregulierter TGF§3-
Aktivitat wird gesondert im zweiten Teil der Einleitung betrachtet (2.2.).

Den hereditaren Erkrankungen ist gemein, dass die unterschiedlichen Mutationen alle
eine erhohte TGFpB-Signalaktivitat verursachen, welche zu einem gehauften
Vorkommen von Aortendilatationen, -aneurysmata und -dissektionen fuhrt. Die
daruber hinaus bestehende Symptomatik variiert.

Bei der pulmonalen arteriellen Hypertonie (PAH) kommt es durch den Umbau kleiner
GefalRe im Lungengewebe zu einem erhdhten Blutdruck im kleinen Korperkreislauf,
was wiederum zu Rechtsherzbelastung und letztendlich -versagen fuhrt (1). Die PAH
tritt meist als Folge anderer Erkrankungen auf, kann aber auch idiopathisch und
familiar gehauft auftreten. Am haufigsten sind Veranderungen des BMP-Rezeptor 2
aus der TGFp-Rezeptor-Superfamilie als genetische Ursache der PAH beschrieben.
Patient:innen mit hereditarer hamorrhagischer Teleangiektasie (HHT) zeigen in
einigen Fallen auch klinische und histologische Zeichen einer schweren PAH. Die HHT
basiert auf einer ALK1-, also einer TGFBR1-Mutation. Somit kann auch die PAH durch
Storungen der TGFB-Signalkaskade verursacht werden (33).

TGFB wird bezuglich der Atherosklerose vor allem eine protektive Rolle
zugeschrieben. Es inhibiert die Proliferation und Migration von Bindegewebs- und
Endothelzellen und wirkt stabilisierend auf atherosklerotische Plaques (4, 34, 35). Eine
Deaktivierung des TGFp-Signalweges durch neutralisierende Antikorper im
Mausmodel fuhrt folglich zu einem Progress der Atherosklerose (1, 34).
Interessanterweise fuhrt das in der Therapie des Mammakarzinoms angewandte
Medikament Tamoxifen zu erhohten TGFp-Spiegeln und entfaltet so als Nebeneffekt

seine atheroprotektive Wirkung (36). Apolipoprotein A, ein wichtiger familiarer
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Risikofaktor fur Atherosklerose, fuhrt zu einer Proliferation von vaskularen glatten
Muskelzellen. Es verhindert die TGFB-Aktivierung durch eine Inhibierung des TGF§-
Aktivators Plasmin und wirkt somit atherogen (37).
TGFB scheint nach rekanalisierenden Interventionen eine entgegengesetzte Rolle
einzunehmen. So werden alle TGFp-Isoformen wund -Rezeptoren nach
rekanalisierenden Verfahren in erhdhtem Male exprimiert und induzieren die Bildung
der Neointima, was zu Restenosen fuhren kann (38). Die experimentelle Suppression
von TGFB konnte diesen Effekt wiederum unterbinden (39, 40). TGFp zeigt also je
nach Kontext unterschiedliche Effekte, sodass es nicht per se als rein
atheroprotektives Zytokin eingeordnet werden kann. Es hat eine komplexe und
kontextabhangige Bedeutung fur Physiologie und Pathophysiologie (41).
Der TGFB-Signalweg kann auch die Blutdruckregulation beeinflussen. Bestimmte
Polymorphismen des TGFB1-kodierenden Gens, welche zu erhohten TGFp1-Spiegel
fuhren, sind mit arterieller Hypertonie assoziiert (42) . Eine Neutralisierung von TGFf
mittels AT1-Antagonisten senkt wiederum den Blutdruck bei vorbestehendem
Nierenversagen (43). Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist eine
wichtige Achse der Blutdruckregulation. Eine TGFp1-Aktivierung wird direkt vom
RAAS induziert und das Zytokin ist wichtiger Mediator der Wirkung von Angiotensin |l
(44). Die vom RAAS induzierte TGFp-Expression fuhrt dabei nicht nur zu erhohtem
Blutdruck, sondern tUber Synthese kardialer Fibroblasten und Wachstumsinduktion der
Kardiomyozyten auch zu kardialem Remodelling und Myokardhypertrophie. Das
Zytokin scheint somit auch bedeutsam fur die Entstehung sowie den Progress einer
Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz zu sein (45). Auch nach einem Myokardinfarkt
ist der TGFB-Spiegel erhoht (46). Ohne wirksames TGFf entfaltet Angiotensin Il keine
hypertrophe Wirkung am Herzen (47). Das RAAS ist ein wichtiges Target der
medikamentosen Therapie von arterieller Hypertonie und Herzinsuffizienz aber auch
einer diabetischen Nephropathie. Die zusatzliche Blockade von TGF zur Gabe von
Angiotensin-converting enzyme (ACE)-Hemmern hat synergistische Effekte auf eine
bestehende Proteinurie und Niereninsuffizienz (48).
Angeborene Herzfehler
Angeborene Herzfehler (CHD, englisch congenital heart disease) sind das Resultat
einer fehlerhaften Kardiogenese und die haufigsten kongenitalen Fehlbildungen bei
Neugeborenen (49). TGFp ist mit entscheidend fur die korrekte Entwicklung des
Herzens. Mausmodelle mit Defekten im TGFp-Signalweg fuhren zu verschiedenen
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CHD (siehe Abbildung 3). In der Kardiogenese werden alle TGFB-Isoformen und -
Rezeptoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten und in verschiedenen Zelltypen
exprimiert (50). Insbesondere fur TGFB2-Knockout-Mause sind kardiale Anomalien
beschrieben. Sie zeigen haufig eine inkomplette ventrikulare Septierung, oft
verbunden mit einem Double-outlet right ventricle und inkomplettem Aortenbogen (26,
51, 52). Fur TGFB1- und TGFB3-Knockout-Mause sind andere Organbeteiligungen
fuhrend, sodass der Einfluss dieser Isoformen an einer korrekten Kardiogenese unklar
bleibt. Ein Verlust der TGFB-Rezeptoren fuhrt ebenfalls zu kardialen Anomalien,
insbesondere zu einem persistierendem Ductus arteriosus Botalli, sodass dem TGF§3-
Signalweg eine entscheidende Bedeutung fur die Trennung des rechten vom linken
Ausflusstraktes zugeschrieben wird (50, 53, 54). Weitere Studien weisen eine
Beteiligung anderer Akteure des TGFp-Signalweges an der Kardiogenese bzw. an der
Entstehung von CHD nach (50).
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Abbildung 3: Mit pathologischer TGFS-Aktivitat assoziierte angeborene Herzfehler (50).

In der Mitte Darstellung eines normalen Herzens, aul3en Darstellung verschiedener CHD assoziiert mit
gestorter TGFpS-Aktivitdt. Ao=Aorta; DA=Ductus arteriosus; DORV=double-outlet right ventricle;
IAA=unterbrochener Aortenbogen; IVS=interventrikuldres Septum,; LA=linker Vorhof; LCC=linke Arteria
carotis communis; LSA=linke Arteria subclavia;, LV=linker Ventrikel; PA=Arteria pulmonalis;
PTA=persistierender Truncus arteriosus; RA=rechter Vorhof, RCC=rechte Arteria carotis communis;
RSA=rechte Arteria subclavia; RV=rechter Ventrikel; VSD=Ventrikelseptumdefekt.
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Fibrose und Inflammation

Unter Fibrose als Erkrankung versteht man den bindegewebigen Umbau von Organen
als Reaktion auf inflammatorische Reize. Zum einen werden ECM-Komponenten, wie
Kollagen oder Laminin, vermehrt synthetisiert. Es kommt zur Proliferation und
Akkumulation mesenchymaler Zellen (Fibroblasten), welche zu Myofibroblasten
differenzieren. Der gesamte Prozess wird auch vereinfacht als fehlgeleitete
Wundheilung beschrieben (1, 55). TGF} ist ein wichtiger Regulator fur Auf-, Um- und
Abbau der ECM. Erhohte TGFp-Aktivitat fuhrt in den betreffenden Organen zu
vermehrter Synthese und vermindertem Abbau von Bindegewebsbestandteilen.
Hierbei scheint insbesondere die durch SMAD3 getriggerte Synthese von Kollagen 1,
dem Hauptbestandteil der ECM, bedeutsam zu sein (19). In vivo kann nach gezielter
SMAD3-Deletion keine Fibrose durch beispielsweise Bleomycin oder Strahlung
induziert werden (19).

TGF wirkt sowohl antiinflammatorisch als auch Fibrose-fordernd (55). Eine abnorme
TGFB-Regulation findet sich daher bei Erkrankungen, bei denen es zu fibrotischen
Umbauprozessen als Reaktion auf Entzindungsreize kommt. Dazu zahlen unter
anderem  Lungenfibrose, = Myokarditis, kardiale  Fibrose, Leberzirrhose,
Glomerulonephritis und diabetische Nephropathie. Auch bei Autoimmunerkrankungen,
wie rheumatoider Arthritis, systemischer Sklerose oder Morbus Crohn zeigt sich eine
veranderte TGFB-Aktivitat (1, 55).

Lungenerkrankungen

Eine erh6hte und anhaltende TGFp-Aktivitat kann in der Lunge zu Umbauprozessen,
insbesondere zu verminderter Alveolarisierung fuhren. Daraus resultieren eine
verminderte Lungenfunktion sowie ein reduzierter Gasaustausch. Solch eine
Einschrankung der Lungenfunktion besteht bei chronischen Lungenerkrankungen, wie
der bronchopulmonalen Dysplasie des Fruh- und Neugeborenen und der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung des Erwachsenen (56).

Weitere Aspekte

TGFB wird mit etlichen weiteren physiologischen und pathophysiologischen Prozessen
in Verbindung gebracht, die nicht detailliert im Rahmen dieser Dissertation beleuchtet
werden sollen. Zu nennen sind noch allen voran umfangreiche Untersuchungen zur
Beteiligung des TGFB-Signalweges an der Regulation des Zellzyklus und somit der
Entstehung von Tumorerkrankungen. Auch hier wird TGFf eine diametrale Rolle als

tumorsuppressiver und gleichzeitig auch onkogener Faktor zugeschrieben (1, 4).
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Zusammenfassung der allgemeinen Funktion und Pathophysiologie von TGFp

TGFB ist an vielen verschiedenen Prozessen beteiligt. Man kann dem Zytokin
grundsatzlich keine eindeutig physiologische bzw. pathophysiologische Bedeutung
zuschreiben. Vielmehr scheint die richtige Regulation der TGFp-Aktivitat fur einen
gesunden und funktionierenden Organismus entscheidend zu sein. Eine
Fehlsteuerung des TGFp-Signalweges verursacht viele Pathologien bzw. scheint
Ausdruck vieler Erkrankungen sein. Eine dieser Erkrankungen mit einer dysregulierten
TGFB-Aktivitat ist das MFS, welches im folgenden Kapitel gesondert betrachtet werden

soll.
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2.2. Das Marfan-Syndrom

Das MFS ist eine autosomal dominant vererbte Bindegewebserkrankung. Die Inzidenz
wird mit 2-3:10000 angegeben. Wie bei vielen anderen hereditaren syndromalen
Erkrankungen ist das MFS gekennzeichnet durch eine Vielzahl moglicher Symptome
bei gleichzeitiger phanotypischer Varianz. Daraus resultiert ein sehr individueller
Verlauf der Krankheit. Zum typischen Erkrankungsbild gehoéren kardiovaskulare,
ophthalmologische und skelettale Veranderungen. Lunge, Haut und zentrales
Nervensystem konnen ebenfalls betroffen sein. Auch wenn uber die Jahre deutliche
Fortschritte in der Diagnostik und Behandlung gemacht wurden, sind weiterhin eine
erhebliche Morbiditat und verfruhte Mortalitat mit dem MFS verbunden (57).

Erstmalig beschrieben wurde die Erkrankung im Jahr 1896 von ihrem Namensgeber,
dem Pariser Kinderarzt Antoine-Bernard Marfan. Er berichtete bei einem funfjahrigen
Madchen uber auffallend lange Finger sowie weitere skelettale Anomalien (58).

2.2.1. Genetik

Das MFS wird autosomal dominant vererbt. Dabei besitzt die weitergegebene Mutation
vollstandige Penetranz und variable Expressivitat (59). Kein Geschlecht ist bevorzugt
vom MFS betroffen. Ebenfalls sind weder ethnische noch geografische Unterschiede
beschrieben (57). Insgesamt tritt das MFS zu etwa 75 % durch Vererbung und zu 25
% als Folge einer Neumutation auf. Geschwister von Erkrankten mit gesunden Eltern
haben im Vergleich zur Normalbevolkerung ein leicht erhohtes Risiko, ebenfalls zu
erkranken. Ursache hierfur sind somatische oder Keimbahn-Mosaike (60).

1991 wurde erstmals bei zwei nicht verwandten Patient:innen mit MFS dieselbe De-
novo-missense-Mutation nachgewiesen. Das betroffene Gen kodiert fur das
Glykoprotein FBN1. Der FBN1-Genlokus auf Chromosom 15g21.1 wurde somit als
genetischer Ursprung der Erkrankung definiert (61). FBN1 ist Hauptbestandteil
extrazellularer Mikrofibrillen, welche malgeblich zur Elastizitdt von Bindegeweben
beitragen (62). Das Protein enthalt unter anderem 47 Epidermal growth factor-ahnliche
Domanen. Von diesen konnen wiederum 43 Calcium binden. Diese Eigenschaft ist
wesentlich fur die Funktion der Mikrofibrillen (63). Gerade die Calcium-bindenden
Domanen scheinen bei vielen Mutationen verandert zu sein (64).

Mittlerweile sind Uber 1800 verschiedene FBN1-Mutationen beschrieben (62). Davon
wurden nur 12 % der mit dem MFS assoziierten FBN1-Mutationen mehr als einmal in
nicht verwandten Individuen festgestellt (65). Die meisten betroffenen Familien haben
ihre eigene private und einzigartige Mutation (57). Dennoch gibt es kaum auffallige
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Genotyp-Phanotyp-Korrelationen. Uber die Auspragung der Erkrankung lasst sich
sowohl bei bekannter spezifischer Mutation als auch bei Verwandten von bereits
Betroffenen schwer eine Vorhersage treffen (66). Einzig fur einige Mutationen in Exon
24 bis 32 des FBN1-Gens ist ein gemeinsames Krankheitsbild beschrieben, welches
friher Neonatales MFS genannt wurde. Es ist gekennzeichnet durch einen schweren
und schnell voranschreitenden Verlauf mit hoher Letalitat bereits in den ersten
Lebensjahren (67). Gleichwohl finden sich in den selben Exons auch Mutationen mit
eher milderem Phanotyp. Mutationen an anderen Loci konnen wiederum auch schwere
Verlaufe verursachen (60). Erschwerend kommt auch noch hinzu, dass nicht jede
FBN1-Mutation das MFS verursacht. Weitere Erkrankungen konnen ebenfalls auf
einer FBN1-Mutation beruhen (siehe Tabelle 1) (68).

Syndrome mit FBN1-Mutation

Kardio- Okular Kranio- Muskulo- Neuro- Dermato- Intestinal

vaskular fazial skelettal  logisch  logisch

MFS + + + + + + +
MASS Phéanotyp + + + + + + +
Familiare TAAD + - - + + + +
Shprintzen-Goldberg-

+ - + + + - -
Syndrom
Mitralklappenprolaps + - _ + _ _ _
Weill-Marchesani-

— + _ + _ _ _

Syndrom

Familiares Ectopia-

— + — — — — —

Lentis-Syndrom
Tabelle 1: Syndrome mit urséchlicher FBN1-Mutation und ihre klinischen Manifestationen (68).

Zusammengefasst ist das wichtigste genetische Merkmal des MFS die Heterogenitat
bei allerdings kaum gegebener Genotyp-Phanotyp-Korrelation (67). Dies erklart die
weiterhin bestehenden Limitationen der genetischen Testung beim MFS. Der exakte
Mutationsnachweis gibt keine definitive Aussage uUber den klinischen Verlauf der
Erkrankung und hat somit Uber die Diagnosestellung hinaus nur bedingt
therapeutische Konsequenzen. In wenigen Fallen findet sich trotz typischer klinischer
Merkmale des MFS keine ursachliche Mutation im FBN1-Gen (60).
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2.2.2. Pathogenese

FBN1 ist elementarer Bestandteil des ubiquitdr vorkommenden Bindegewebes und
verleiht ihm seine Elastizitat. Bei einer FBN1-Mutation entsteht ein fehlerhaftes und
nicht mehr funktionsfahiges Protein, welches trotzdem in die Mikrofibrillen eingebaut
wird. Neben der qualitativen Veranderung fuhrt eine Mutation auch zu einer
quantitativen Storung der Synthese und Sekretion von FBN1 (69). Das verbleibende
Aktivitatslevel von normalem FBN1 liegt weit unter den zu erwartenden 50 % bei einem
mutierten Allel. Folgerichtig zeigen sich mildere phanotypische Auspragungen, wenn
das mutierte FBN1-Allel nur wenig aktiv ist und somit auch weniger defektes FBN1
produziert wird (64). Die Mutation hat also einen sogenannten dominant negativen
Effekt und fuhrt daher zur Krankheitsauspragung. Neben dieser dominant negativen
Aktivitat des abnormen FBN1 wird in der Literatur aber auch die unter 50 % reduzierte
Produktion des normalen FBN1 (Haploinsuffizienz) als entscheidende Schwelle zur
Manifestation des MFS beobachtet und diskutiert (57, 59, 60).

Gewebeproben zeigen beim MFS eine schwere Degeneration der
Mikrofibrillenarchitektur (60). Dabei scheint eine FBN1-Mutation nicht den Verlust der
elastischen Fasern per se von Geburt an zu bedeuten. Vielmehr kdnnen die Fasern
im Verlauf nicht erhalten werden und degenerieren. Es handelt sich um einen
fortlaufenden Prozess, was sich gut mit den typischerweise allmahlich auftretenden
klinischen Manifestationen des MFS deckt (57, 59).

Die gesamte Pathogenese einer so komplexen Krankheit auf nur ein verandertes
Strukturprotein zurtckzufuhren, greift jedoch zu kurz. Forschungen der letzten
Jahrzehnte zum MFS zeigen, dass es uber das defekte FBN1 hinaus zu einer
Zytokindysregulation kommt. Eine FBN1-Mutation und der damit einhergehende
Funktionsverlust von FBN1 fuhrt zu einer gesteigerten TGFp-Aktivitat (70). Die
Bedeutung von TGFp fur die Pathogenese des MFS wird in Kapitel 2.2.4. beleuchtet.
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2.2.3. Klinik und Diagnose

Auch wenn gerade die klinische Varianz so typisch fur das MFS ist, ragen einige
Merkmale heraus. Sie bestimmen haufig Prognose und Lebensqualitdt der
Patient:innen.

Herz-Kreislaufsystem

Wichtigste Ursache fur die Morbiditat und Mortalitat des MFS sind die kardiovaskularen
Veranderungen. Unter diesen ist wiederum die Aortendilatation mit ihren
Komplikationen zentrales Merkmal des MFS. Praktisch bei jeder Erkrankung kommt
es im Verlauf zu einer relevanten Erweiterung der Aorta (65). Die meisten sind bereits
im Kindes- und Jugendalter betroffen. Es gibt keinen typischen Altersgipfel fur die
Manifestation sondern eher eine sukzessive Zunahme mit jedem Lebensjahr (71). Die
Dilatation tritt am haufigsten im Bereich der Aortenwurzel auf, kann aber auch andere
Segmente der Aorta betreffen. Dies wird vor allem aufgrund der mittlerweile
gestiegenen Lebenserwartung der Patientiinnen mit MFS gehauft im hoheren
Lebensalter beobachtet (72). Eine begleitende Aortenklappeninsuffizienz ist meist eine
spate Folge der Aortenwurzeldilatation. Geflurchtet sind als Komplikationen der
Dilatation die Aortendissektion und -ruptur. Die wichtigsten individuellen Risikofaktoren
hierfir sind eine positive Familienanamnese fur Dissektionen und Rupturen sowie
Durchmesser und Wachstumsrate der Dilatation (57). Heutzutage treten diese
Komplikationen insbesondere bei Patient:innen ohne bisherige Diagnose eines MFS
auf. Gerade bei jungen Menschen unter 40 Jahren ist das MFS eine haufige Ursache
fur eine Aortendissektion (73). Auch ein Mitralklappenprolaps ist typisch fur die
Erkrankung und tritt ebenfalls bereits im Kindes- und Jugendalter auf. Im Verlauf kann
sich hieraus eine relevante Mitralklappeninsuffizienz entwickeln (74). Weitere kardiale
Manifestationen des MFS sind Trikuspidalklappenprolaps und -insuffizienz sowie eine
Dilatation der Pulmonalarterie (57). Erkrankte sind zudem gehauft von einer
Kardiomyopathie mit reduzierter systolischer und diastolischer Funktion betroffen (75).
Die erheblichen diagnostischen und therapeutischen Fortschritte haben zu einer
gestiegenen Lebenserwartung gefuhrt. Die kardiovaskulare Manifestation des MFS
hat sich folglich von der solitaren Aortenwurzeldilatation zu einer komplexen
Herzerkrankung mit multiplen Pathologien der Herzklappen, begleitender
Kardiomyopathie und Herzrhythmusstorungen sowie distalen Aortendilatationen
gewandelt (59).
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Skelettales System

Typische Merkmale des MFS sind Ubermaliges Knochenwachstum und abnorme
Gelenkbeweglichkeit (60). Betroffene uberschreiten ihre erwartete Zielgrof3e und sind
auch meist im Vergleich zur Gesamtbevolkerung ubermafig grold gewachsen (60, 76).
Ein extremes Wachstum zeigt sich insbesondere an den Handen (Arachnodaktylie),
was klinischen durch positives Daumen- oder Handgelenkszeichen uberpruft werden
kann. Die Extremitaten sind im Vergleich zum Rumpf disproportional lang (60).
Weiterhin sind Veranderungen von Thorax und Wirbelsaule klinisch relevant. Das
Vorliegen einer Keil- oder Trichterbrust und einer Skoliose oder Kyphose kann zu
Einschrankungen der Mobilitat sowie der Lungenfunktion fihren (57). Typische faziale
Veranderungen sind unter anderem ein langer und schmaler Kopf (Dolichocephalie),
eingefallene Augen (Enophthalmus) und ein nach hinten verlagerter Unterkiefer
(Retrognathie) (60).

Augen

Neben der kardialen und genetischen Diagnostik fuhren ophthalmologische Befunde
haufig zur Diagnose MFS (77). Die Linsenektopie ist dabei ein Kardinalsymptom,
wenngleich sie bei anderen syndromalen Erkrankungen ebenfalls auftritt (57). Noch
haufiger kommt es aufgrund einer verlangerten Bulbusachse zu einer Myopie. Zudem
besteht ein erhdhtes Risiko fur Netzhautablosungen, Glaukome und Katarakte (60).
Weitere Merkmale

Die Bindegewebsschwache wirkt sich auf die Elastizitat der Hirnhaute aus.
Physiologische Druckschwankungen im Liquorraum werden nicht toleriert und es
bilden sich Ausweitungen des Spinalkanals. Diese, meist lumbal auftretende,
Duraektasie ist sehr sensitiv fur das MFS und betrifft fast alle Patient:innen (78).
Zumeist ist eine Duraektasie klinisch latent, wird jedoch in wenigen Fallen durch
Schmerzen an Rucken, Kopf und proximalen Extremitaten symptomatisch (79).
Insbesondere in den Lungenoberlappen kann es zur Ausbildung von Bullae kommen.
Diese erhohen wiederum das Risiko fur einen Spontanpneumothorax (60).

Striae atrophicae an ungewdhnlichen Stellen, wie zum Beispiel an Oberarm oder Axilla
sind typisch fur das MFS, ebenso die Ausbildung von Hernien (60).

Diagnose

Die Vielzahl an moglichen Symptomen erschwert die Diagnosestellung. Es ist nicht auf
Anhieb erkennbar, ob zum Beispiel eine Uberbeweglichkeit der Gelenke als
physiologische Normvariante oder doch als Teil einer syndromalen Erkrankung
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vorliegt. Erschwerend kommt hinzu, dass die einzelnen Symptome oft unabhangig
voneinander und mit zeitlicher Latenz auftreten. Um diesen Umstanden gerecht zu
werden, wurden im Laufe der Jahre Diagnosekriterien fur das MFS definiert und
mehrfach revidiert.

Mit Einfuhrung der Ghent-Nosologie im Jahre 1996 wurde erstmals zwischen Haupt-
und Nebenkriterien unterschieden. So gelang eine stringentere Abgrenzung der
Erkrankung zu anderen klinisch ahnlichen Syndromen sowie die Vermeidung einer
Uberdiagnose bei Verwandten von bereits Betroffenen. Auerdem fand erstmals die
genetische Testung Berucksichtigung bei der Diagnosestellung (80). Die Ghent-
Nosologie hat eine hohe Spezifitat. Bis zu 97 % aller nach Ghent-Nosologie
diagnostizierten Patient:innen mit MFS haben auch eine FBN1-Mutation. Die revidierte
und aktuell angewandte Fassung der Ghent-Nosologie von 2010 definiert die
Aortendilatation, Linsenluxation, FBN1-Mutation oder eine Kombination mehrerer
Symptome, welche als Systemische Manifestation erfasst werden, als Hauptkriterien.
Aulerdem wird zwischen Patient:innen mit und ohne positiver Familienanamnese
unterschieden (72).

Eine frGhzeitige Diagnose der Erkrankung im Kindesalter bei Vorliegen nur milder oder
noch klinisch latenter Symptome bleibt jedoch weiterhin eine grof3e Herausforderung.
Sie ware jedoch wunschenswert und wichtig, um frihzeitig Praventions- und

Therapiemoglichkeiten zu evaluieren und gegebenenfalls zu beginnen.

2.2.4. Spezielle pathophysiologische Bedeutung von TGFp fur das MFS

FBN1 wurde lange vorrangig eine strukturelle Funktion zugeschrieben und das MFS
demzufolge als Erkrankung eines strukturell defekten Bindegewebes betrachtet. Die
Aortendilatation und Linsenluxation sind durch ein schwaches Bindegewebe
tatsachlich auch recht plausibel erklart (81). Weitere Manifestationen wie z. B. das
ubermallige Knochenwachstum bleiben aber durch diesen Erklarungsansatz
unverstanden (82).

FBN1 tragt nicht nur zur Stabilitat verschiedener Gewebe bei sondern hat auch eine
regulierende Funktion fur TGFB. FBN1 reguliert die Bioverfugbarkeit des Zytokins (83,
84). Es bindet und lagert den LLC und halt TGFp in seiner inaktiven Form (81, 85).
Defektes FBN1 fuhrt durch die fehlende Regulation zu erhohter TGFp-Aktivitat. Sowohl
im Serum als auch im Gewebe sind die TGFp-Spiegel erhoht (81, 85).
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In mehreren Mausmodellen wurden Zusammenhange zwischen erhohter TGFf-
Aktivitat und klinischen Merkmalen des MFS nachgewiesen. Neptune et al. konnten
zunachst zeigen, dass Mause mit FBN1-Mutation eine erhohte TGFp-Aktivitat
aufweisen, was eine gestorte alveolare Septierung der Lunge zur Folge hatte. Dies
fuhrte bei den Mausen zur Ausbildung eines Lungenemphysems und folglich zu einem
Pneumothorax. Die perinatale Antagonisierung von TGFB durch einen
neutralisierenden TGFp-Antikorper konnte diesen Prozess wiederum verhindern (70).
Die Entwicklung von Mitralklappenprolaps und -insuffizienz war im Mausmodell
ebenfalls assoziiert mit einer FBN1-Mutation und erhohter TGFp-Aktivitat. Auch diese
Pathologie liel3 sich durch TGFp-Antagonisierung unterbinden (86).

Auch das Kardinalsymptom der Aortendilatation ist mit erhohter TGFp-Aktivitat
assoziiert. Habashi et al. konnten in ihrem Mausmodell nachweisen, dass Mause mit
FBN1-Mutation bereits im Alter von 2 Wochen eine progressive Erweiterung der
Aortenwurzel zeigen. Mit zunehmendem Alter nimmt auch die Aortendilatation zu.
Histologisch ist die Media der Aortenwand verdickt. Ebenfalls ist die physiologische
Struktur der elastischen Fasern zerstort und es kommt zu einer vermehrten
Kollageneinlagerung und Akkumulation von phosphoryliertem SMAD2, einem
wichtigen Mediator der TGFp-Signalkaskade (83). Diese Veranderungen zeigen sich
auch in Gewebsproben der Hauptschlagader von Patient:innen mit MFS (30). Die
postnatale Gabe neutralisierender Antikorper fuhrte zu geringerer TGF3-Aktivitat in der
Gefallwand. Nach achtwochiger Behandlung war die Wachstumsrate der
Aortenwurzel in Wildtypmausen und behandelten Mausen mit FBN1-Mutation
identisch. Auch die histologischen Veranderungen waren unter Therapie rucklaufig.
Die Aortendilatation lie® sich also durch TGFp-Antagonisierung im Mausmodell
erfolgreich eindammen und wurde sogleich als mdglicher Therapieansatz diskutiert
(83).

Die Beteiligung einer abnormen TGFp-Aktivitat ist fur die Entstehung der
kardiovaskularen, skelettalen und kraniofazialen Merkmale des MFS beschrieben (87).
Far die klinische Praxis ist entscheidend, dass ein Eingreifen in den TGF3-Signalweg
sich als potentieller Therapieansatz anbietet (siehe Kapitel 2.2.6.). TGF wird auch als
moglicher Biomarker der Erkrankung, insbesondere fur den Schweregrad einer
Aortendilatation, diskutiert (81).
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2.2.5. Therapie Herz-Kreislaufsystem

In der Behandlung des MFS liegt das Hauptaugenmerk auf der Pravention von
Komplikationen. Dies gilt insbesondere fur die kardiovaskularen Manifestationen.
Durch regelmaRige klinische und apparative Kontrolluntersuchungen sowie eine
medikamentose Therapie sollen Progress und Komplikationen bestenfalls vermieden
oder zumindest frihzeitig erkannt und therapiert werden.

Die Beurteilung der kardialen Pathologien erfolgt mittels Echokardiographie. Hierbei
kann der Verlauf der Hauptschlagader bis zur Aorta descendens und die intrakardiale
Anatomie dargestellt werden (65). Fur exakte Messungen der Aortenwurzel sind
genaue Untersuchungstechniken beschrieben. Durch Abgleich mit Nomogrammen
wird der individuelle Verlauf nachvollzogen (siehe Abbildung 4). Erganzend stehen als
bildgebende Verfahren die Computertomographie und Magnetresonanztomographie
zur Verfugung, anhand derer weitere Abschnitte der Aorta sowie andere Gefalle

beurteilt werden konnen (57).
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Abbildung 4: Standardisierte Wachstumsraten der Aortenwurzel auf Héhe des Sinus Valsalva im
Verhéltnis zu Kérperoberflache und Alter (57).

Von links nach rechts Nomogramm fiir Kinder und Jugendliche, Erwachsene <40 Jahre und
Erwachsene >40 Jahre, jeweils hellblau hervorgehoben der Normbereich.

Seit fast 50 Jahren ist der Einsatz von p-Blockern zur Behandlung der Aortendilatation
Goldstandard (57). Weitere Aspekte und Moglichkeiten der medikamentdsen Therapie
sind Inhalt des folgenden Kapitels.

Bei relevanter Dilatation der Aorta ist eine chirurgische Therapie indiziert, da die
Gefahr einer lebensgefahrlichen Dissektion mit Zunahme des Durchmessers der

Aortenwurzel steigt (88). Ein fruhzeitiges elektives Vorgehen ist hierbei akuten
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Notfalleingriffen deutlich Uberlegen. Der elektive Ersatz des Aortenbogens geht mit
einer geringen 30-Tage-Mortalitdt von 1,5 % einher. Bei dringlichen bzw. akuten
Operationen mit bereits vorliegender Dissektion betragt diese hingegen 2,6 % bzw.
11,7 % (89). Ab welchem Durchmesser der Aorta ein elektiver Aortenbogenersatz
erfolgen soll, ist ein viel diskutiertes Thema. Neben dem tatsachlichen Durchmesser
auf Hohe des Sinus Valsalva flie3en weitere Faktoren, wie die Familienhistorie friherer
Dissektionen, die Geschwindigkeit der Durchmesserzunahme und das Ausmal} der
Aortenklappeninsuffizienz mit in die Indikationsstellung ein (65). Gerade fur
padiatrische Patient:innen fehlen jedoch verlassliche Empfehlungen, sodass hier
Einzelfallentscheidungen  Uberwiegen (90). Grundsatzlich hat sich die
Lebenserwartung von Menschen mit MFS durch die Aortenchirurgie erheblich
gebessert (91). Zu beachten ist, dass bereits operierte Patient:innen im Verlauf haufig
auf anderer Hohe der Hauptschlagader erneut operiert werden mussen (65). Primar
elektiv operierte Patient:innen mussen jedoch seltener erneut operiert werden als
Patient:innen mit einer akuten Aortendissektion (91).

Als elektives Standardverfahren ist die klappenerhaltende Operation nach David Ublich
(65). Hierbei wird die Aortenwurzel durch eine Gefal3prothese ersetzt. Im Gegensatz
zum ebenfalls angewandten Bentall-Verfahren enthalt die Prothese keine kunstliche
sondern die reimplantierte native Aortenklappe. Bei der Operation nach David besteht
postoperativ ein geringeres Risiko fur thromboembolische Ereignisse, Blutungen und
infektiose Endokarditiden. Aufderdem ist keine lebenslange Antikoagulation notwendig
(91-94). Jedoch ist zu bedenken, dass es nach dem Klappen-erhaltenden David-
Verfahren haufiger zu einer Aortenklappeninsuffizienz kommt als beim
Aortenklappenersatz nach Bentall (95).

2.2.6. Spezielle Bedeutung von TGFf in der medikamentdsen Therapie des MFS

Die medikamentdse Therapie der Aortenwurzeldilatation beim MFS erfolgte lange
ausschlieBlich mit pB-Blockern. Die vorrangig als Blutdrucksenker eingesetzten (-
Blocker wirken in erster Linie durch Veranderungen der Hamodynamik auf die
Aortendilatation. Neben einer Blutdrucksenkung bewirken sie eine Reduktion der
Herzfrequenz und des linksventrikularen Auswurfes. Es kommt zu einer erhdhten
Dehnbarkeit der GefaBRwand und Abnahme der Pulswellengeschwindigkeit. Dies hat
zusammengenommen positive Auswirkungen auf die vulnerable Aortenwand beim
MFS. Sie wird vereinfacht betrachtet unter Therapie mit -Blockern einem geringeren
hamodynamischem Stress ausgesetzt (96, 97).
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Der Nutzen speziell fur das MFS wurde erstmals 1971 beschrieben (98). Eine
randomisierte Studie zum Einsatz der 3-Blocker zeigte 1994 bei 80 adoleszenten und
erwachsenen Patient:innen mit MFS unter Therapie mit 3-Blockern einen signifikant
geringeren Progress der Aortendilatation und weniger Komplikationen (99). Bei
Kindern waren erste Studienergebnisse weniger eindeutig. Trotz signifikant geringerer
Progression der Dilatation im Vergleich zur Kontroligruppe kam es nur bei
Proband:innen unter B-Blocker-Einnahme im Verlauf zu kardialen Komplikationen
(100). Selamet Tierney et al. konnten prospektiv bei 63 padiatrischen MFS-
Patientiinnen keine eindeutigen Nutzen der p-Blocker im Vergleich zu keiner
Medikation beobachten (101). Ladouceur et al. sahen retrospektiv bei 155 Kindern
hingegen einen signifikanten Vorteil der Medikation (102). Letztendlich hat sich die
Empfehlung einer moglichst frhzeitigen p-Blocker-Therapie beim MFS durchgesetzt
(57, 65, 103). Der Progress der Aortendilatation kann jedoch nicht gestoppt oder
ruckgangig gemacht werden. Er wird nur verlangsamt (57, 99). Keinen Einfluss hat das
Medikament auf eine bestehende Aortenklappeninsuffizienz. Auch das Risiko fur eine
spatere Operation an der Aorta bleibt unverandert (104).

Ein Umdenken in der medikamentdsen Therapie wurde durch die bereits zuvor
erwahnten Untersuchungen zur Beteiligung des TGFp-Signalwegs an der
Pathogenese des MFS ausgelOst. Neben der Therapie mit B-Blockern boten sich nun
Medikamente an, die gezielt TGFB hemmen: AT1-Antagonisten. ACE-Hemmer und
AT1-Antagonisten inhibieren auf unterschiedliche Weise das RAAS. Dass Sartane
daruber hinaus sehr effektiv auch TGFp inhibieren, konnte zunachst in Studien zu
hypertropher Kardiomyopathie, arterieller Hypertonie und Niereninsuffizienz gezeigt
werden (43, 105). ACE-Hemmer blockieren sowohl die Typ-1- als auch Typ-2-
Rezeptor-vermittelte Wirkung von Angiotensin Il. Sartane blockieren hingegen nur den
Typ-1-Rezeptor. Dieser vermittelt eine Aktivierung des TGFp-Signalwegs. Der Typ-2-
Rezeptor antagonisiert wiederum viele Effekte des Typ-1-Rezeptors (83, 106). Eine
zusatzliche Typ-2-Rezeptor-Inhibition wirde also die Effekte der Typ-1-Rezeptor-
Blockade aufheben. Daher sind AT1-Antagonisten die spezifischeren und
wirksameren Medikamente zum Eingreifen in die Pathogenese des MFS (83).

Die bereits zuvor erwahnte Studie von Habashi et al. untersuchte neben dem Einsatz
von neutralisierenden TGFp-Antikorpern auch die Gabe von AT1-Antagonisten im
Vergleich zu B-Blockern im Mausmodell. Sie waren in vitro nicht nur wirksam zur
Eindammung der Aortendilatation sondern den -Blockern gar Uberlegen. Wahrend
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mit Propanolol behandelte Mause einen zunehmenden Zerfall der normalen
Aortenwandarchitektur zeigten, erholte sich die GefaRwand bei Mausen, die mit
Losartan behandelt wurden, insbesondere bei frUhzeitigem Beginn der Therapie. Auch
weitere Manifestationen des MFS, wie die Ausbildung von Bullae in der Lunge
besserten sich unter Therapie mit AT1-Antagonisten (83). Sartane senken zudem wie
B-Blocker Herzfrequenz und Blutdruck. Wahrend p-Blocker also nur den
hamodynamischen Stress auf die erkrankte Gefallwand reduzieren, scheinen Sartane
daruber hinaus eine sehr gezielte Wirkung gegen die eigentlichen Pathomechanismen
der Erkrankung zu haben und der Degeneration der Aortenwand entgegenzuwirken
(83, 104, 107).

Diese vielversprechenden Erkenntnisse zu den Sartanen konnten allerdings in
klinischen Studien nicht im selben Ausmal bestatigt werden. Eine retrospektive Studie
mit 215 péadiatrischen MFS-Patient:innen zeigte keine Uberlegenheit der AT1-
Antagonisten gegenuber B-Blockern. Die Aortendilatation wurde im selben Mal
eingedammt (108). In einer viel beachteten prospektiven und randomisierten
Untersuchung von Lacro et al. mit 608 Kindern und jungen Erwachsenen gab es Uber
einen Verlauf von drei Jahren ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Medikamenten (109). Milleron et al. untersuchten bei vorrangig erwachsenen
Patient:innen den alleinigen Nutzen von Losartan im Vergleich zur Placebo-Gabe,
wobei einige Patient:innen bereits B-Blocker erhielten. Losartan hatte keinen Effekt auf
den Progress der Aortendilatation (110). Weitere Studien kommen zu heterogenen
Ergebnissen. Eine 2020 veroffentlichte Metaanalyse aus sieben klinischen Studien mit
insgesamt 1510 Patient:innen zum Einsatz von AT1-Antagonisten beim MFS kam zum
Ergebnis, dass Sartane effizienter den Progress einer Aortendilatation eindammen. In
Bezug auf klinische Endpunkte, wie die Notwendigkeit einer Operation oder das
Auftreten einer Dissektion sowie die Mortalitdt bestehen jedoch keine Vorteile
gegenuber dem Einsatz von B-Blockern (111). Keine klinische Studie konnte bisher
eine eindeutige Uberlegenheit der AT1-Antagonisten nachweisen, wie sie zuvor im
Mausmodell so eindrucklich gesehen wurde.

Aktuell werden beim MFS sowohl Sartane als auch B-Blocker nach individueller
Abwagung angewendet. Einigkeit besteht Uuber den moglichst fruihen Beginn der
medikamentosen Prophylaxe bei signifikanter Aortendilatation. Ob eine Medikation als
primar praventive Mallnahme vor Auftreten einer Aortendilatation effektiv und sinnvoll
ist, bleibt unklar (112).
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Folgende Uberlegungen sind zu diesem Thema erwahnenswert. Die meisten
klinischen Daten liegen zu Jugendlichen und jungen Erwachsenen vor. Kinder stellen
aber die interessanteste Zielgruppe fur eine medikamentdse Behandlung dar, weil die
Erkrankung noch wenig fortgeschritten ist. Hierzu fehlen Daten aus groferen
prospektiven klinischen Studien.

Die molekularen Wirkmechanismen der AT1-Antagonisten sind recht gut verstanden.
Es fehlen aber Untersuchungen zur richtigen Dosierung der Sartane und inwiefern
diese eine Auswirkung auf den Erfolg der Therapie haben. Klinisch wurden meist
geringere Dosierungen der Sartane angewandt als im Tierexperiment. Im Vergleich
zur hohen B-Blocker-Dosierung ist die Dosis der AT1-Antagonisten in klinischen
Studien haufig recht gering, sodass das gesamte Potential dieses Wirkstoffes
wohlmoglich noch nicht ausgereizt wurde (109, 112).

Zudem standen beim Groldteil der Studien der Durchmesser der Aortenwurzel und
klinische Endpunkte als Outcome im Blickpunkt. TGF als Zielmolekul der Sartane
wurde bisher in klinischen Studien vernachlassigt. Experimentell wurde die
herausragende Rolle des Zytokins bereits in etlichen Facetten beschrieben. Fir den
klinischen Alltag bleibt seine Relevanz bisher unklar. Um hier einen Beitrag zu leisten,
wurde im Rahmen dieser Dissertation TGFp bei gesunden Kindern ohne MFS
bestimmt. Es soll dabei Uberpruft werden, ob sich ein Referenzbereich fur TGFp im
Kindesalter bestimmen |asst, welcher verlasslich als physiologisch angesehen werden

kann. Somit ware im Anschluss die Einordnung pathologischer TGFp-Spiegel moglich.
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3. Proband:innen und Methoden

3.1. Studienstruktur Tiger for Kids

Diese Arbeit ist Teil der Tiger for Kids-Studie. Ziel der Studie ist, TGFp-Spiegel bei
herzgesunden Kindern sowie Kindern mit MFS zu bestimmen und miteinander zu
vergleichen. In einem weiteren Schritt wird bei Kindern mit MFS der TGFB-Spiegel
unter medikamentoser Therapie mit Sartanen gemessen. Somit soll TGF hinsichtlich
seiner prognostischen Aussagekraft und sein Potential als madglicher
Verlaufsparameter fur das MFS, auch fur den Erfolg einer medikamentdsen Therapie,
bewertet werden. In dieser Dissertation werden zunachst TGFB-Werte bei
herzgesunden Kindern des gesamten Altersspektrums bestimmt.

In allen Teilstudien ist die Messung und der Vergleich von TGF3-Werten Endpunkt des
Versuchs. Hierfir wurden Serumproben von den Proband:innen gewonnen. Die
Messung erfolgte anschlieBend uber ein Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Neben dem TGFp-Spiegel wurden anamnestische, klinische und
laborchemische Daten und Parameter der untersuchten Kinder in einer Datenbank
festgehalten und bei der Auswertung berucksichtigt.

iGer For Kids

Abbildung 5: Logo der Tiger for Kids-Studie.
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3.2. Proband:innenrekrutierung

Von April 2017 bis April 2019 wurde von 125 Patient:innen Serumproben gewonnen
und TGF3 gemessen. Die Kohorte unterteilten wir in vier Altersgruppen (siehe Tabelle
2).

Altersgruppen der Studie

Alter
Sauglinge und Kleinkinder 1-24 Monate
Kleinkinder und Schulkinder 25 Monate-11 Jahre
Kinder und Jugendliche 12-14 Jahre
Jugendliche 15-18 Jahre

Tabelle 2: Altersgruppen der Studie.

Die Proband:innen wurden in der Kinderklinik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf (UKE) rekrutiert. Dafur wurden regelmalig stationare Patientiinnen der
Stationen K2a (Kinderkardiologie und -chirurgie), K2b (Kindergastroenterologie und -
neurologie) sowie K3 (Sauglings- und Kleinkindstation) gesichtet, ebenfalls ambulante
Patient:innen aus der Notaufnahme des UKE. Wir schlossen in die gesunde Kohorte
Kinder mit akuten und milden Krankheitsbildern ein. Die Proband:innen wurden sechs
Diagnosegruppen zugeordnet. Hinzu nahmen wir als siebte Gruppe Kinder, welche in
der Marfan-Sprechstunde des Universitaren Herz- und Gefal3zentrums Hamburg
(UHZ) mit Verdacht auf (V. a.) eine hereditare Bindegewebserkrankung (MFS oder
LDS) vorgestellt wurden. Zumeist erfolgte dies bei Erkrankung eines Verwandten. Bei
den eingeschlossenen Proband:innen bestatigte sich der Verdacht in der genetischen
Diagnostik nicht, sodass wir diese ebenfalls in die gesunde Kohorte aufnehmen
konnten (siehe Tabelle 3).

Diagnosegruppen

Trauma

Infektion

Neurologische Diagnosen und Beschwerden
Psychiatrische Diagnosen und psychosoziale Beschwerden
Elektive Operationen und Interventionen

Sonstige Diagnosen und Beschwerden

Verdacht auf hereditére Bindegewebserkrankung, genetisch negativ getestet
Tabelle 3: Diagnosegruppen der Studie.
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Neben dem Ausschluss kardiovaskularer Belastungen waren weitere medizinische
Ausschlusskriterien chronische und systemische Erkrankungen, wie zum Beispiel
Autoimmunerkrankungen, Tumorerkrankungen, hereditare Systemerkrankungen und
systemische Infektionen. Weitere Ausschlusskriterien waren eine Schwangerschaft,
die fehlende Zustimmung des Kindes oder der Eltern, eine mangelnde
Einwilligungsfahigkeit (zum Beispiel aufgrund einer Sprachbarriere) und sonstige
physische oder psychische Gegebenheiten, welche eine Teilnahme an der Studie nicht
ermoglichten. Somit war die herzgesunde Kontrollgruppe eine das gesamte Kindes-
und Jugendalter abbildende Kohorte mit heterogenem Diagnosespektrum, jedoch
unter Ausschluss einer chronischen kardiovaskularen Belastung oder Erkrankung.

3.3. Aufklarung und Einwilligung

Die Aufklarung und schriftliche Einwilligung erfolgte stets vor der Blutentnahme und
Laboruntersuchung. Ab einem Alter von sechs Jahren wurde gemafly Empfehlung des
Bundesgerichtshofes neben der muindlichen auch die schriftliche Einwilligung des
Kindes zusatzlich zu den Erziehungsberechtigten eingeholt. Die Studie wurde von der
Ethikkommission Hamburg genehmigt (Ethiknummer PV 5457).

3.4. Probenentnahme

Die Blutenthnahme erfolgte entweder Uber eine periphere Venenpunktion oder eine
bereits liegende rucklaufige periphere Venenverweilkanule. Die Probenmenge richtete
sich dabei nach dem Alter der Proband:innen (siehe Tabelle 4). Grundsatzlich

bendtigten wir fur die Bestimmung von TGFf 40 uyl Serum.

Alter Serum in ml
1-36 Monate 1,3
36 Monate-8 Jahre 2,6
8-14 Jahre 4,9
14-18 Jahre 9,8

Tabelle 4: Probenmenge nach Alter der Patient:innen.

Bei der Blutentnahme kam es in einzelnen Fallen bei schwieriger oder auch sehr
einfacher Venenpunktion zu Abweichungen von der angestrebten Probenmenge. Die
Venenpunktion wurde stets mit einer fur die klinische Behandlung notwendigen
Blutentnahme kombiniert, um den Teilnahmeaufwand fur die Kinder so gering und

angenehm wie moglich zu halten.
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3.5. Fragebogen

Wir baten alle Proband:innen bzw. deren Eltern, einen Fragebogen auszufullen, um
mogliche Ausschlusskriterien zu detektieren sowie die bisherige Krankheitsgeschichte
der Patient:innen zu dokumentieren und zu evaluieren. Ebenso wurde anhand einer
Familienanamnese das individuelle Risiko fur eine magliche chronische, insbesondere
kardiovaskulare Belastung oder Erkrankung erfasst.

Zunachst wurden allgemeine Daten zur Person und zum aktuellen
Krankenhausaufenthalt erhoben. Es folgten die Abfrage von Vorerkrankungen und
Dauermedikationen. Bezuglich der Familienanamnese wurde nach Erkrankungen bei
Geschwistern sowie dem kardiovaskularem Risikoprofil der Eltern und Grol3eltern
gefragt. Danach waren Fragen zum alltaglichem Leben mit Augenmerk auf sportliche
Betatigung, Alkohol- oder Drogenkonsum sowie Schlafverhalten zu beantworten. Zur
Abklarung einer kardiovaskularen Belastung fragten wir nach typischen Symptomen
wie Dyspnoe in Ruhe und bei Belastung, peripheren Odemen, eingeschrankter
Belastbarkeit, Herzrhythmusstorungen und Synkopen. Abschliellend baten wir die
Proband:innen um eine Beurteilung ihres allgemeinen Gesundheitszustandes unter

Einbeziehung von Mobilitat, Einschrankungen im Alltag, Belastbarkeit und Schmerzen.
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erforderlich sind.)

17. Hier folgen einige genauere Fragen zur Gesundheit deiner Eltern und GroRBeltern.
(Bitte beachte bzw. beachten Sie, dass hier die Angaben der leiblichen Eltern bzw. Grofieltern

Hat ein Arzt jemals (leibliche Mutter bzw. leiblicher Vater bzw. leibliche GroR3eltern) eine der
folgenden Erkrankungen festgestellt?

leibliche Mutter

leiblicher Vater

leibliche GroReltern

Angeborener Herzfehler

Wenn ja, welcher

Wenn ja, welcher

Unein Qja Unein Qja Unein Qja
Herzinfarkt

Uweil nicht Uweil nicht Uweil nicht

Unein Qja Unein Qja Unein Qja
Schlaganfall

Uweil nicht Uweil nicht Uweil nicht
Koronare Herzerkrankung
(Durchblutungsstérungen Unein Uja Unein Qja Unein Uja
am Herzen, Verengung der
HerzkrankgefaRe, Angina Oweil nicht Uweil nicht Uweil nicht
Pectoris)

Unein Qja Unein Qja Unein Qja

Uweil nicht Uweil nicht Uweil nicht

Wenn ja, welcher

Unein Uja Unein Uja Unein Uja
Bluthochdruck

Oweil nicht Uweil nicht Uweil nicht

Unein Qja Unein Qja Unein Qja
Ubergewicht

Oweil nicht Oweil nicht Oweil nicht
Diabetes mellitus Unein Uja Unein Uja Unein Uja
(Zuckerkrankheit) weil nicht Uweil nicht Uweil nicht

Unein Qja Unein Qja Unein Qja
Fettstoffwechselstérung

Oweik nicht Oweil nicht Oweik nicht
Bindegewebserkrankung Unein Qja Unein Qja Unein Qja
(2.8. Marfan-Syndrom) Qweik nicht Qweik nicht Qweik nicht

Abbildung 6: Beispielhafter Auszug aus dem studienbegleitenden Fragebogen.
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3.6. Probenverarbeitung/Praanalytik

Die gewonnenen Proben wurden umgehend pseudonymisiert und anschlieend im
Labor verarbeitet. Die Durchfuhrung der Praanalytik erfolgte mit den in Tabelle 5
aufgefuhrten Geraten, Verbrauchsmaterialien und Hilfsmitteln.

Gerate

Arbeitsgefrierschrank 80 °C Hera freeze Nummer 5

Ziath Scanner

Thermo Scientific Scanner

Thermo Scientific 8 Channel Decapper auf LVL Caps umgeriistet
Hettic Rotina 420 R

Eppendorf Zentrifuge 5810 R

Pipettensatz Eppendorf

Verbrauchsmaterialien

Einmalhandschuhe

Pipettenspitzen fir die Volumina 100-1000 pl
Verschlussdeckel (Screw Caps)

0,3 ml Screw Tubes

Rack CCS Original (LVL)

Hilfsmittel

Reagenzglasstander
Tabelle 5: Materialien Prédanalytik.

Bei jedem Probeneingang pruften wir zunachst die Vollstandigkeit und Unversehrtheit
des Materials. Zu jeder Probe wurde ein Bioprobenbegleitprotokoll (BPP) angelegt, in
welchem Informationen zur Probenverarbeitung erfasst wurden. Die Registrierung des
Probeneingangs erfolgte in der Probenmanagementdatenbank (PMD). Die Serum-
Monovetten wurden frihestens 30 Minuten nach der Blutentnahme zentrifugiert, damit
die Koagulation in der Monovette abgeschlossen war. Die Zentrifugation erfolgte fur
zehn Minuten mit Beschleunigungsgrof3e 3000 g und bei 18 °C.

AnschlieRend wurden 0,3 ml Screw Tubes mit je 300 yl Serum aus den Monovetten
befullt. Es wurden so viele Tubes befullt, wie mit dem jeweiligen Probenvolumen
ausreichend beflullt werden konnten (siehe Tabelle 4). Die Monovetten wurden
anschlie3end entsorgt. Die Archivierung der Proben erfolgte in der PMD. Alle Angaben
aus dem BPP wurden ebenfalls elektronisch in der PMD erfasst.

Nach Befullung und Verschluss der Tubes wurde diese direkt im Arbeitsgefrierschrank
bei -80 °C gelagert.
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3.7. TGFB-Messung

Die TGFB-Bestimmung erfolgte mittels Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Dieses Verfahren wird in der Labormedizin zum Nachweis verschiedener Molekule in
Korperflissigkeiten angewendet. Fur die TGFB-Messung nutzten wir das Quantikine
human TGFB 1 Immunoassay (R&D Systems Incorporated, Minneapolis, MN, USA;
Katalognummer DB100B) nach Anleitung des Herstellers.

Die Mikrotiterplatten des ELISA sind beschichtet mit einem Antikorper, welcher TGFf
als Antigen bindet. Die Proben werden als erstes zu den Mikrotiterplatten
hinzugegeben. Das TGFB im Serum bindet den Antikorper. Nach zweistundiger
Inkubation werden die restlichen Bestandteile des Serums weggewaschen. Dann wird
ein zweiter Antikorper, der sogenannte Detektions-Antikdrper, hinzugegeben, welcher
das fixierte TGF3 ebenfalls bindet. Nach erneuter zweistundiger Inkubation werden
noch ungebundene Detektions-Antikorper weggewaschen. Der Detektions-Antikorper
ist markiert mit einer Meerrettich-Peroxidase (HRP, englisch horseradish peroxidase),
welche als sogenanntes Reporterenzym dient. Im dritten Schritt wird als Substrat fur
das Reporterenzym HRP Tetramethylbenzidin hinzugegeben. Die enzymatische
Reaktion fuhrt zur Entwicklung eines blauen Farbstoffs, dessen Menge proportional
zum gebundenen TGFB und damit zum Serumspiegel ist. Nach 30-minutiger
Inkubation unter Lichtschutz wird die enzymatische Reaktion mit einer verdunnten
Salzsaure-Losung unterbrochen. Nun wird fur jede Probe die optische Dichte mit
einem Mikrotiterplatten-Lesegerat photometrisch bei 450 nm gemessen. Mit Hilfe einer
Kalibrierungskurve werden aus den gemessenen Werten die TGFB-Konzentrationen
in pg/ml bestimmt (113).

Die TGFpB-Messung fur alle Serumproben erfolgte gleichzeitig, sodass die

Versuchsbedingungen im Labor fur alle Proben identisch waren.

3.8. Klinische Daten und Laborparameter

Neben der aus dem Fragebogen gewonnenen anamnestischen Informationen
erfassten wir aktuelle klinische und laborchemische Parameter zu den Proband:innen
(siehe Tabelle 6).
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Klinische Daten Laborparameter

Blutdruck Kleines Blutbild: Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten,

Temperatur mittleres korpuskulares Volumen, mittlerer korpuskularer
Hamoglobingehalt, mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration,
Hamatokrit, Hdmoglobin

Herzfrequenz Kreatinin

Sauerstoffsattigung Glukose

KorpergroRe Natrium, Kalium, Kalzium, Magnesium
Korpergewicht C-reaktives Protein (CRP)

Tabelle 6: Klinische Daten und Laborparameter.

3.9. Statistische Auswertung und Analyse

Die Erhebung und Archivierung in einer Datenbank erfolgte mit Microsoft Excel Version
16 (Microsoft, Redmond, WA, USA). Fur die Datenauswertung, statistische Analyse
sowie Erstellung von Grafiken und Diagrammen benutzten wir die Programme
Microsoft Excel und SPSS Statistics Version 26 (IBM, Armonk, NY, USA).
Quantitative Daten werden als absolute Zahlen mit der relativen Haufigkeit in Prozent
in runden Klammern (%) oder als Mittelwerte (M) £ Standardabweichung (SD, englisch
Standard deviation) angegeben, teilweise erganzt um Minima und Maxima in runden
Klammern. Alle TGFB-Werte werden in pg/ml angegeben. In den Tabellen zur
deskriptiven Statistik werden zusatzlich Anzahl (N), Minimum und Maximum,
Standardfehler (SE, englisch Standard error) sowie 95 %-Konfidenzintervalle (95 %-

Kl) fur den Mittelwert angegeben.
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4. Ergebnisse

125 Proband:innen wurden in die gesunde Kontrollgruppe eingeschlossen. Das
Kollektiv bestand aus 53 (42,4 %) weiblichen und 72 (57,6 %) mannlichen Kindern mit
einem mittleren Alter von 9,4+5,7 Jahren (1 Monat; 18 Jahre). Die Altersgruppe der
Kleinkinder ab 25 Monaten und Schulkinder bis elf Jahren war am starksten, die
Gruppe der Sauglinge und Kleinkinder bis 24 Monaten am schwachsten vertreten. Die
Jugendlichen ab zwdlf Jahren bildeten in etwa die Halfte des Kollektivs (siehe Tabelle
7).

Altersgruppenverteilung

Haufigkeit
1 Monat-24 Monate 22 (17,6 %)
25 Monate-11 Jahre 43 (34,4 %)
12-14 Jahre 30 (24,0 %)
15-18 Jahre 30 (24,0 %)
Gesamt 125 (100 %)

Tabelle 7: Altersgruppenverteilung der Proband:innen..
Die meisten Kinder wurden aufgrund einer Infektion ambulant oder stationar
behandelt, gefolgt von Traumata. An dritter Stelle folgten elektive Operationen oder

Interventionen (siehe Tabelle 8).

Diagnosegruppen

Haufigkeit
Trauma 24 (19,2 %)
Infektion 43 (34,4 %)

Neurologische Diagnosen und Beschwerden

Psychiatrische Diagnosen und psychosoziale Beschwerden
Elektive Operationen und Interventionen

Sonstige Diagnosen und Beschwerden

Verdacht auf hereditére Bindegewebserkrankung, genetisch negativ
getestet

6 (4,8 %)
6 (4,8 %)
21 (16,8 %)
19 (15,2 %)
6 (4,8 %)

Tabelle 8: Diagnosegruppenverteilung der Proband:innen.

Eine Ubersicht aller in die gesunde Kontrollgruppe eingeschlossenen Diagnosen zeigt

Tabelle 9.
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Diagnosegruppen

Diagnosen

Trauma

Infektion

Neurologische Diagnosen und Beschwerden

Psychiatrische Diagnosen und psychosoziale

Beschwerden

Elektive Operationen und Interventionen

Sturz

Schadelhirntrauma

Verkehrsunfall

Schadelfraktur

Traumatische Pankreasruptur
Peritonsillarabszess

Gastroenteritis

Abklarung von Effloreszenzen am ehesten
infektioser Genese

Tonsillitis

(Verdacht auf) Appendizitis

lleitis terminalis

Phlegmone

Harnwegsinfekt und Pyelonephritis
Infekt der oberen Atemwege
Cholezystitis

Wundinfektion

Fieberkrampf

Mastoiditis

Kopfschmerzen

Verdacht auf Neuroborreliose
Stauungspapille

Schwindel und Synkope

Idiopathische Facialisparese

Verdacht auf Migrane

Anorexia nervosa

Trinkverweigerung

Uberwachung nach Alkohol- oder
Medikamentenintoxikation
Hypospadiekorrektur

Tonsillotomie, Adenotomie, Parazentese
Endoskopisch retrograde
Cholangiopankreatikographie (ERCP) bei
Verdacht auf Duodenalstenose
Orchidopexie

Trichterbrustkorrektur
Materialentfernung nach Frakturversorgung
Zahnextraktion

Harnréhrenplastik

Sinus pinoidalis
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Sonstige Diagnosen und Beschwerden Obstipation und Meteorismus
Gastritis, Dyspepsie
Bauchschmerzen
Leistungsabfall
nicht naher bezeichnete Schmerzen
Dysurie ohne Infektnachweis
Allergische Reaktion
Verdacht auf arteriellen Hypertonus
Hodentorsion
Myositis unklarer Genese
Cholezystolithiasis
Bandscheibenvorfall

Verdacht auf hereditére Bindegewebserkrankung, Verdacht auf Marfan-Syndrom

genetisch negativ getestet Verdacht auf Loeys-Dietz-Syndrom
Tabelle 9: Ubersicht iiber alle in die gesunde Kohorte eingeschlossenen Diagnosen.

Auswertung Fragebogen

Der Fragebogen wurde von 124 Proband:innen (99,2 %) ausgefullt. 43 Personen (34,4
%) gaben an, in den vergangenen 14 Tagen einen Infekt oder Fieber gehabt zu haben.
Am haufigsten wurden als Vorerkrankungen muskuloskelettale Beschwerden und
Erkrankungen sowie Asthma bronchiale angegeben (siehe Tabelle 10). Unter
sonstigen Vorerkrankungen wurden zum Beispiel Obstipation, Eisenmangelanamie,

Neurodermitis oder Depression angegeben.

Vorerkrankungen

Haufigkeit
Infekt oder Fieber in den vergangenen 14 Tagen 43 (34,4 %)
Herzfehler 0 (0,0 %)
Herzrhythmusstérung 0 (0,0 %)
Arterielle Hypertonie 2 (1,6 %)
Asthma bronchiale 6 (4,8 %)
Nierenerkrankung 3 (2,4 %)
Lebererkrankung 1 (0,8 %)
Diabetes mellitus 0 (0,0 %)
Fettstoffwechselstorung 0 (0,0 %)
Autoimmunerkrankung 0 (0,0 %)
Muskuloskelettale Beschwerden und Erkrankung 8 (6,4 %)
Stoffwechselerkrankung 1 (0,8 %)
Schilddriisenerkrankung 1 (0,8 %)
Maligne Erkrankung 0 (0,0 %)
Epilepsie 0 (0,0 %)
Skoliose 1 (0,8 %)
Sonstige 10 (8,0 %)

Tabelle 10: Vorerkrankungen der Proband:innen laut Fragebogen.
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87 (69,6 %) Eltern gaben an, gesund zu sein. Die erweiterte Familienanamnese fur die
Eltern- und Grollelterngeneration ergab am haufigsten das Vorliegen bzw.
Vorkommen von arterieller Hypertonie, Adipositas, Herzinfarkt, Diabetes mellitus und
Schlaganfall (siehe Tabelle 11).

Vorerkrankungen der Eltern und GroB3eltern

Haufigkeit
Herzinfarkt 42 (33,6 %)
Schlaganfall 30 (24,0 %)
Koronare Herzerkrankung 29 (23,2 %)
Angeborener Herzfehler 4 (3,2 %)
Arterielle Hypertonie 54 (43,2 %)
Adipositas 46 (36,8 %)
Diabetes mellitus 37 (29,6 %)
Fettstoffwechselstorung 4 (3,2 %)
Marfan-Syndrom 5 (4,0 %)
Plétzlicher Herztod 14 (11,2 %)

Tabelle 11: Erweiterte Familienanamnese der Proband:innen laut Fragebogen.

Elf Kinder (8,8 %) gaben Dyspnoe in den letzten zwolf Monaten und zehn
Proband:innen (8,0 %) Dyspnoe bei korperlicher Belastung an. Eine Synkope in den
letzten zwoIf Monaten wurde achtmal (6,4 %) angegeben (siehe Tabelle 12).

Beschwerden

Haufigkeit
Dyspnoe in den letzten 12 Monaten 11 (8,8 %)
Néachtliche Dyspnoe in den letzten 12 Monaten 4 (3,2 %)
Dyspnoe bei Aktivitat 10 (8,0 %)
Abendliche Odeme der unteren Extremitaten 1 (0,8 %)
Herzinsuffizienz 0 (0,0 %)
Herzstolpern, Herzrasen, unregelmafiger Herzschlag 3 (2,4 %)
Synkope in den letzten 12 Monaten 8 (6,4 %)
Zerebrale Ischamie oder Blutung 0 (0,0 %)

Tabelle 12: Kardiovaskuldre Symptomatik der Proband:innen laut Fragebogen.

Der eigene Gesundheitszustand wurde von 37 (29,6 %) Proband:innen mit
ausgezeichnet, von 55 (44,0 %) bzw. 24 (19,2 %) Kindern mit sehr gut bzw. gut
angegeben. Nur funf (4,0 %) Kinder gaben den eigenen Gesundheitszustand als
weniger gut oder schlecht an. Auf einer Skala von eins (sehr gut) bis acht (sehr
schlecht) wurde bei 14 fehlenden Angaben die eigene Leistungsfahigkeit im
Durchschnitt mit 1,7 bewertet.
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Deskriptive Statistik TGFp

Im Folgenden werden die Ergebnisse zunachst in deskriptiven Statistiken
wiedergegeben. Die weitere Einordnung mittels explorativer Analyse folgt
anschlielend.

Die Messung der TGFpB-Spiegel aller 125 Kinder ergab einen Mittelwert von
651712843 pg/ml (1818; 16914 pg/ml). Der Mittelwert aller weiblichen Probandinnen
lag bei 6574+3069 pg/ml (1818; 15788 pg/ml), der Mittelwert aller mannlichen
Probanden bei 6475+2685 pg/ml (2157; 16914 pg/ml).

Bezuglich der Altersgruppen lagen die mittleren TGF3-Spiegel der ein bis 24 Monate
alten und 25 Monate bis elf Jahre alten Kinder mit 7326+2394 pg/ml (3877; 15273
pg/ml) bzw. 7578+3609 pg/ml (3189; 16914 pg/ml) nah beieinander. Zu beachten ist,
dass in der zweiten Altersgruppe zwar beinahe doppelt so viele Proband:innen wie in
der ersten vertreten waren, die Spanne der einzelnen TGFp-Spiegel innerhalb der
Gruppe jedoch deutlich groler war. Ebenfalls unterschieden sich die Mittelwerte der
12- bis 14-jahrigen von den 15- bis 18-jahrigen Proband:innen mit 5360+1717 pg/ml
(2157; 8883 pg/ml) bzw. 5560+2024 pg/ml (1818; 12161pg/ml) nur gering (siehe
Tabelle 13 sowie Abbildungen 7 und 8).

TGFp in pg/ml

95 %-KI flr den Mittelwert
Altersgruppe N Mittelwert ~ SD SE Untergrenze Obergrenze Minimum Maximum

1-24 Monate 22 7326 2394 510 6265 8387 3877 15273
25 Monate-

43 7578 3609 550 6467 8689 3189 16914
11 Jahre
12-14 Jahre 30 5360 1717 313 4718 6001 2157 8883
15-18 Jahre 30 5560 2024 370 4804 6316 1818 12161
Gesamt 125 6517 2843 254 6014 7020 1818 16914

Tabelle 13: Deskriptive Statistik zu TGF untersucht nach Altersgruppen.
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Abbildung 7: TGFp untersucht nach Alter in Jahren dargestellt als einfache Streuung mit Trendlinie
und Bestimmtheitsmal3 R?.
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Abbildung 8: TGFp untersucht nach Altersgruppen dargestellt als Boxplot-Diagramm mit Minimum,
erstem Quartil, Median, drittem Quartil, Maximum sowie milden und extremen Ausreif3ern.
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Beim Vergleich der TGFB-Spiegel zwischen den Diagnosegruppen ist zu beachten,
dass die Anzahl der Proband:innen sich teils deutlich unterschied (6; 43). Der hochste
Mittelwert wurde bei Kindern gemessen, die mit V. a. eine hereditare
Bindegewebserkrankung vorgestellt, im Verlauf aber genetisch negativ getestet
wurden. Der Mittelwert dieser Gruppe betrug 7969+3659 pg/ml (5611; 15273 pg/ml).
Der niedrigste Mittelwert wurde in der Gruppe der psychiatrischen Diagnosen und
psychosozialen Beschwerden mit 4831+1671 pg/ml (3037; 7881 pg/ml) gemessen.
Beide Gruppen waren mit jeweils nur sechs Proband:innen sehr schwach vertreten.
Die Mittelwerte der stark vertretenen Diagnosegruppen Trauma, Infektion, elektive
Operationen und Interventionen sowie andere Diagnosen und Beschwerden lagen

enger beieinander (siehe Tabelle 14, Abbildung 9).

TGFpin pg/ml

N Mittelwert SD SE 95 %-KI fiir den Mittelwert Minimum Maximum
Untergrenze Obergrenze

Trauma 24 6505 2310 472 5530 7481 2157 11833
Infektion 43 6268 2119 323 5616 6920 3189 14739
Neurologische
Diagnosen und 6 6642 5105 2084 1284 12000 3583 16914
Beschwerden

Psychiatrische
Diagnosen und

i 6 4831 1671 682 3077 6584 3037 7881
psychosoziale
Beschwerden
Elektive
Operationen und 21 7033 3340 729 5513 8553 3289 15273
Interventionen
Sonstige
Diagnosen und 19 6559 3484 799 4880 8238 1818 15788
Beschwerden
Verdacht auf
hereditare
Bindegewebs-

6 7969 3659 1494 4129 11809 5611 15273

erkrankung,
genetisch negativ
getestet

Gesamt 125 6517 2843 254 6014 7020 1818 16914
Tabelle 14: Deskriptive Statistik zu TGFf untersucht nach Diagnosegruppen.
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Abbildung 9: TGFf untersucht nach Diagnosegruppen dargestellt als Boxplot-Diagramm mit Minimum,
erstem Quartil, Median, drittem Quartil, Maximum sowie milden und extremen Ausreil3ern.
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Explorative Analyse der TGFB-Werte

Ziel dieser Arbeit ist die Definition von TGFB-Normwerten fur das Kindesalter. Die
statistische Analyse erfolgte explorativ. Berechnete p-Werte werden deshalb als
deskriptive Werte betrachtet.

Wie zuvor in der deskriptiven Statistik beschrieben, konnten wir fur die Altersgruppen
unterschiedliche TGFB-Spiegel messen. Gleiches gilt nochmals deutlicher fur die
unterschiedlichen Diagnosegruppen, wobei hier die unterschiedliche Anzahl an
Proband:innen je Gruppe den Vergleich verzehrt. Bei den Altersgruppen konnten wir
vier in etwa gleich starke Gruppen vergleichen (siehe Tabelle 7). Demzufolge wollten
wir wissen, ob die gemessenen Unterschiede zwischen den Altersgruppen zufallig sind
oder nicht.

Zur Auswahl des passenden Testverfahrens pruften wir zunachst unsere gemessenen
Werte auf Normalverteilung. Die TGFp-Werte waren nicht exakt normalverteilt sondern
rechts schief (siehe Abbildung 10). Durch Logarithmustransformation zur Basis 10
erhielten wir eine approximative Normalverteilung (siehe Abbildung 11). Diese diente
als Grundlage fur die weiteren Berechnungen. Die mittlere Differenz (MD) sowie Unter-
und Obergrenze der 95 %-KI in den Tabellen 17, 22, 25 und 28 sind logarithmisch

rucktransformiert.
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Zum Vergleich der TGFp-Spiegel zwischen den Altersgruppen wahlten wir als
statistischen Test die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, englisch analysis of
variance). Um die ANOVA anwenden zu konnen, ist von Homogenitat der Varianzen
auszugehen. Wir werteten die SD der logarithmierten Werte im medizinischen Kontext
als annahernd gleich (siehe Tabelle 15). Die Berechnung der ANOVA ergab einen p-
Wert von 0,001 (siehe Tabelle 16). Somit unterschieden sich in unseren Messungen

die TGFB-Spiegel zwischen den Altersgruppen.

TGFp in pg/ml logarithmiert zur Basis 10

Altersgruppe N Mittelwert SD Varianz Minimum Maximum
1-24 Monate 22 3,8465 0,12531 0,016 3,59 4,18
25 Monate-11 Jahre 43 3,8348 0,19815 0,039 3,50 4,23
12-14 Jahre 30 3,7056 0,15002 0,023 3,33 3,95
15-18 Jahre 30 3,7192 0,15375 0,024 3,26 4,08
Insgesamt 125 3,7781 0,17551 0,031 3,26 4,23

Tabelle 15: Deskriptive Statistik zu TGFf logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach Altersgruppen.

TGFp in pg/ml logarithmiert zur Basis 10

Quadratsumme  df Mittel der Quadrate F Signifikanz
Zwischen den Gruppen 0,503 3 0,168 6,111 0,001
Innerhalb der Gruppen 3,317 121 0,027
Gesamt 3,820 124

Tabelle 16: Einfaktorielle ANOVA zu TGFp logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach Altersgruppen.
df=Freiheitsgrade; F=F-Wert

Um genauer zu differenzieren, zwischen welchen Altersgruppen genau sich die TGFf3-
Spiegel unterschieden, wendeten wir als Post-Hoc-Test den Tukey’s honestly
significant difference (HSD)-Test an. Den Berechnungen zufolge unterschieden sich
die TGFB-Spiegel der Sauglinge und Kleinkinder bis 11 Jahren von den TGF-
Spiegeln bei Kindern und Jugendlichen ab 12 Jahren (p-Wert <0,05). Zwischen der
ersten und zweiten bzw. dritten und vierten Altersgruppe zeigten sich keine
Unterschiede (siehe Tabelle 17). Wir konnten also aus unserer Analyse ableiten, dass
etwa mit Beginn der Pubertat und Adoleszenz der TGFpB-Spiegel bei Gesunden
abnimmt. Diese Beobachtung lasst sich auch graphisch im hier nochmals aufgefuhrten

Boxplot zu TGFf untersucht nach Altersgruppen nachvollziehen (siehe Abbildung 13).
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Mehrfachvergleiche

Abhéngige Variable: TGFp in pg/ml logarithmiert zur Basis 10

Tukey-HSD
MD 95 %-KI
() Altersgruppe (J) Altersgruppe (I-J) SE Signifikanz ~ Untergrenze ~ Obergrenze
1-24 Monate 25 Monate-11 Jahre 1,309 0,04340 0,993 0,79 1,332
12-14 Jahre 1,383 0,04647 0,016 1,047 1,828
15-18 Jahre 1,341 0,04647 0,035 1,014 1,772
25 Monate- 1-24 Monate 0,973 0,04340 0,993 0,75 1,263
11 Jahre 12-14 Jahre 1,346 0,03939 0,007 1,063 1,705
15-18 Jahre 1,305 0,03939 0,021 1,03 1,653
12-14 Jahre  1-24 Monate 0,723 0,04647 0,016 0,547 0,955
25 Monate-11 Jahre 0,743 0,03939 0,007 0,587 0,941
15-18 Jahre 0,969 0,04275 0,989 0,75 1,253
15-18 Jahre  1-24 Monate 0,746 0,04647 0,035 0,564 0,986
25 Monate-11 Jahre 0,766 0,03939 0,021 0,605 0,971
12-14 Jahre 1,032 0,04275 0,989 0,798 1,333

Tabelle 17: Post-Hoc-Test (Tukey-HSD) zu TGFp logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach
Altersgruppen.
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Abbildung 12: TGFp untersucht nach Altersgruppen dargestellt als Boxplot-Diagramm mit Minimum,
erstem Quartil, Median, drittem Quartil, Maximum sowie milden und extremen Ausreif3ern.
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Beim Vergleich der TGFB-Spiegel jeden Alters in Jahren mittels ANOVA betrug der p-
Wert 0,17. Es ist jedoch zu beachten, dass auf Grund der Verteilung der Altersgruppen
einzelne Lebensalter im Vergleich Uber- bzw. unterreprasentiert waren (siehe Tabellen
18, 19 sowie Abbildung 13).

TGFp in pg/ml logarithmiert zur Basis 10

Alter in Jahren N Mittelwert SD Varianz Minimum Maximum
0 12 3,8567 0,13073 0,017 3,70 4,18
1 10 3,8342 0,12427 0,015 3,59 4,04
2 3 3,9667 0,17950 0,032 3,82 4,17
3 6 3,8362 0,22321 0,050 3,52 4,07
4 1 3,5455 - - 3,55 3,55
5 7 3,7085 0,15325 0,023 3,50 3,97
6 5 3,8277 0,23447 0,055 3,56 4,18
7 7 3,9521 0,19261 0,037 3,66 4,20
8 1 3,9709 - - 3,97 3,97
9 5 3,8064 0,27121 0,074 3,57 4,23
10 3 3,8411 0,17321 0,030 3,66 4,01
11 5 3,8285 0,08786 0,008 3,75 3,94
12 6 3,6708 0,13817 0,019 3,57 3,93
13 13 3,6888 0,16823 0,028 3,33 3,88
14 11 3,7445 0,13783 0,019 3,48 3,95
15 12 3,7732 0,13585 0,018 3,61 4,08
16 7 3,6886 0,24222 0,059 3,26 3,99
17 10 3,6850 0,08752 0,008 3,55 3,82
18 1 3,6278 - - 3,63 3,63
Insgesamt 125 3,7781 0,17551 0,031 3,26 4,23

Tabelle 18: Deskriptive Statistik zu TGF logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach Alter in Jahren.

TGFB in pg/ml logarithmiert zur Basis 10

Quadratsumme df  Mittel der Quadrate F Signifikanz
Zwischen den Gruppen 0,962 18 0,054 1,981 0,17
Innerhalb der Gruppen 2,858 106 0,027
Gesamt 3,820 124

Tabelle 19: Einfaktorielle ANOVA zu TGFf logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach Alter in Jahren.
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Abbildung 13: TGFp untersucht nach Alter in Jahren dargestellt als einfache Streuung mit Trendlinie
und Bestimmtheitsmal3 R?.
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Um zu untersuchen, ob sich die TGFp-Spiegel zwischen den Geschlechtern
unterschieden, wendeten wir nach Prufung der Varianzhomogenitat mittels Levene-
Test den ungepaarten T-Test an. Der p-Wert betrug 0,9. Die TGFp-Spiegel
unterschieden sich in unseren Messungen somit nicht zwischen den Geschlechtern

(siehe Tabellen 20-22).

TGFpin pg/ml

Geschlecht N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
weiblich 53 6574 3069 5611 1818 15788
mannlich 72 6475 2685 5946 2157 16914
Insgesamt 125 6517 2843 5852 1818 16914

Tabelle 20: Deskriptive Statistik zu TGF g untersucht nach Geschlecht.

Test bei unabhéngigen Stichproben — Levene-Test der Varianzgleichheit

TGFp in pg/ml logarithmiert zur Basis 10 F Signifikanz

Varianzen sind gleich 1,44 0,232

Varianzen sind nicht gleich

Tabelle 21: Levene-Test der Varianzgleichheit fiir TGFf logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach
Geschlecht.

Test bei unabhéngigen Stichproben — T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

95 % Kl der

TGFB i I ithmiert ignifik SEd
GFB in pg/ml logarithmie T o Signifikanz MD er Differenz

zur Basis 10 (2-seitig) Differenz

Untere  Obere
Varianzen sind gleich -0,125 123 0,900 0,990 0,03189 0,857 1,146

Varianzen sind nicht gleich  -0,122 100,800 0,903 0,990 0,03271 0,853 1,150
Tabelle 22: Ungepaarter T-Test fiir TGF 8 logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach Geschlecht.

T=T-Wert
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Wir untersuchten, ob sich die gemessenen TGFB-Werte zwischen Proband:innen mit
hohem und niedrigem CRP-Wert unterschieden. Da sehr viele Kinder mit akuten
Infektionen in unsere gesunde Kohorte eingeschlossen wurden, hatten viele
Proband:innen als laborchemisches Korrelat einer Infektion erhohte CRP-Spiegel (<5;
240 mg/l). In der Literatur ist bisher keine Veranderung des TGFB-Spiegels aufgrund
eines erhohten CRP-Werts beschrieben. Wir verglichen nach Prafung der
Varianzhomogenitat mittels Levene-Test in einem ungepaartem t-Test Kinder ohne
CRP-Erhohung (<5 mg/l) mit Kindern, bei denen das CRP erhoht war (>5 mg/l). Der
p-Wert betrug 0,559. Somit gab es in unseren Messungen keinen Unterschied

zwischen diesen Gruppen (siehe Tabellen 23-25).

TGFpin pg/ml

N Mittelwert SD Median Minimum  Maximum
CRP normwertig 7 6559 3155 5712 1818 16914
CRP erhoht 39 6469 2054 6076 3618 14739
Insgesamt 110 6527 2805 5946 1818 16914

Tabelle 23: Deskriptive Statistik zu TGF untersucht nach CRP.

Test bei unabhéngigen Stichproben — Levene-Test der Varianzgleichheit

TGFB in pg/ml logarithmiert zur Basis 10 F Signifikanz

Varianzen sind gleich 7,793 0,006

Varianzen sind nicht gleich

Tabelle 24: Levene-Test der Varianzgleichheit fiir TGFf logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach
CRP.

Test bei unabhéngigen Stichproben — T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

95 %-KI der

TGF in pg/ml logarithmiert T ¢ Signifikanz MD SE der Differenz

zur Basis 10 (2-seitig)

Differenz
Untere Obere

Varianzen sind gleich -0,587 108 0,559 0,954 0,03519 0,812 1,12

Varianzen sind nicht gleich  -0,667 105,906 0,506 0,954 0,03098 0,828 1,098
Tabelle 25: Ungepaarter T-Test fiir TGF 8 logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach CRP.
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Wir pruften ebenfalls, ob die Nierenfunktion Einfluss auf den TGFp-Spiegel hat. Dafur
verglichen wir Kinder mit normwertigem Kreatinin- und Kinder mit erhohtem Kreatinin-
Wert als Mal} fur die Nierenfunktion nach Prufung der Varianzhomogenitat mittels
Levene-Test in einem ungepaarten t-Test miteinander. Der p-Wert betrug 0,581. Somit
gab es in unseren Messungen keinen Unterschied zwischen diesen Gruppen (siehe
Tabellen 26-28).

TGFpin pg/ml

N Mittelwert SD Median Minimum Maximum

Kreatinin normwertig 88 6754 3072 6066 2481 16914
Kreatinin erhoht 14 6151 2124 5766 2157 11090
Insgesamt 102 6671 2959 5988 2157 16914

Tabelle 26: Deskriptive Statistik zu TGF untersucht nach Kreatinin.

Test bei unabhéngigen Stichproben — Levene-Test der Varianzgleichheit
TGFB in pg/ml logarithmiert zur Basis 10 F Signifikanz

Varianzen sind gleich 1,669 0,199

Varianzen sind nicht gleich
Tabelle 27: Levene-Test der Varianzgleichheit fiir TGFf logarithmiert zur Basis 10 untersucht nach
Kreatinin.

Test bei unabhéngigen Stichproben — T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

Signifik SE 4 95 %-KI der
TGF in pg/ml T gf  DIMERZ er Differenz

(2-seitig) Differenz

Untere Obere

Varianzen sind gleich 0,553 100 0,581 1,067  0,05086 0,846 1,346

Varianzen sind nicht gleich 0,595 18,429 0,559 1,067 0,04731 0,849 1,341
Tabelle 28: Ungepaarter T-Test fiir TGFf untersucht nach Kreatinin.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Wir konnten in der statistischen Auswertung einen mit dem Alter abnehmenden TGFf3-
Spiegel feststellen. Hierbei sinkt der TGFB-Spiegel markant zu Beginn des zweiten
Lebensjahrzehnts bzw. Ubertragen auf die kindliche Entwicklung in etwa mit Beginn
der Pubertat. Unterschiede zwischen den Geschlechtern gab es in unseren
Messungen nicht. Auch erhdohte CRP- oder Kreatinin-Werte als Ausdruck einer
Entzindung oder einer eingeschrankten Nierenfunktion hatten in unseren

Untersuchungen keinen Einfluss auf den TGFp-Spiegel.
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5. Diskussion

Im Rahmen der Tiger for Kids-Studie bestimmten wir Serum-TGFp-Spiegel in der
unseres Wissens nach bisher grof3ten padiatrischen Kohorte, um TGFp-Normwerte fur
das Kindesalter zu definieren. Diese Werte konnen mit TGFB-Spiegeln von Kindern
mit MFS oder anderen hereditaren Bindegewebserkrankungen verglichen werden.
Aus unserer Untersuchung gehen TGFp-Werte zu insgesamt 125 herzgesunden
Kindern im Alter von einem Monat bis 18 Jahren hervor. Die Proband:innen wurden im
regularen Krankenhausbetrieb in den padiatrischen Abteilungen sowie der
Notfallambulanz des UKE rekrutiert und vier Altersgruppen zugeordnet.
Entscheidendes Ergebnis unserer Studie ist, dass der TGFpB-Spiegel mit
zunehmendem Alter sinkt, insbesondere zu Beginn der zweiten Lebensdekade.
Daruber hinaus beobachteten wir drei weitere Aspekte: weder das Geschlecht noch
erhohte Entzindungs- oder Nierenretentionsparameter hatten Einfluss auf die TGF§3-
Konzentration.
Diskussion von Proband:innen und Methoden
Diese Arbeit ist gemessen an der Kohorte die unseres Wissens nach gegenwartig
grofdte Untersuchung zu TGFB-Spiegeln im Kindesalter. Die Rekrutierung von Kindern
fur klinische Studien ist hierbei eine besondere Herausforderung. Es besteht in der
Wissenschaft ein breiter Konsens, dass Forschungsergebnisse von Erwachsenen
nicht automatisch auf Kinder Ubertragen werden sollen und konnen. Der Bedarf an
padiatrischen Studien ist daher grof3. Jedoch ist die Proband:innenrekrutierung um
einiges schwieriger. Vor allem die Sorge, Kindern durch experimentelle Therapien zu
schaden wiegt schwer, nicht nur bei den Wissenschaftler:innen sondern gerade bei
den Eltern und Angehorigen (114).
Das Teilnahmerisiko an unserer Studie war gering, da es sich um eine rein
diagnostische und nicht eine interventionelle Untersuchung handelte. Dennoch war die
Teilnahme mit einem gewissen Aufwand fur die Proband:innen verbunden. Zudem
resultierte weder fur die Kinder noch ihre Eltern ein direkter Vorteil aus dem Mitwirken.
Den wenigsten Familien war das MFS bekannt. Die meist als schmerzhaft oder
zumindest unangenehm empfundenen Blutentnahme war der wesentliche Aufwand fur
die Kinder. Eine Blutentnahme allein fur unsere Studie ware in der Studienzulassung
ethisch komplexer gewesen und hatte zudem voraussichtlich auch die Bereitschaft zur
Teilnahme deutlich reduziert. Daher erfolgte die Probengewinnung stets im Rahmen
von medizinisch indizierten Blutentnahmen zur Diagnostik und Behandlung der
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betroffenen Kinder oder aus bereits liegenden und racklaufigen peripheren
Venenverweilkanulen. Die Rekrutierung der Proband:innen gestaltete sich somit
bezlglich der Teilnahmebereitschaft auch problemlos. Erschwerend war jedoch, dass
unsere Proband:innen, welche die gesunde Norm reprasentieren sollten, stets auch
Patient:innen mit meist akuter Einschrankung ihrer Gesundheit waren. Wir definierten
daher Ausschlusskriterien, um eine mogliche Beeinflussung des gemessenen TGF3-
Spiegels durch etwaige Erkrankungen zu minimieren. Daruber hinaus beantworteten
alle Teilnehmer:innen bzw. deren Sorgeberechtigte einen Fragebogen zu Gesundheit,
Vorerkrankungen, Medikation, Familienanamnese und korperlicher Verfassung.
Dieser wurde von fast allen Teilnehmer:innen bzw. ihren Eltern vollstandig und
aussagekraftig ausgefullt.

Ausschlusskriterien fur die gesunde Kontrollgruppe waren insbesondere chronische
und systemische Erkrankungen mit besonderem Augenmerk auf kardiovaskularen
Vorerkrankungen. Gleichzeitig war es uns ganz bewusst ein Anliegen, die Kohorte
innerhalb des gesetzten Rahmens sehr umfassend zu gestalten. Hierbei lag das
Augenmerk insbesondere auf dem Alter der teilnehmenden Kinder. Es gibt unseres
Wissens nach bisher keine Studien, die TGF im gesamten kindlichen Altersspektrum
untersucht haben. Wir konnen mit unseren Messungen erstmalig TGFB-Werte bei
Kindern jeglichen Alters abgesehen von der Neugeborenenperiode prasentieren und
somit auch eine umfassende Aussage zu TGFp-Spiegeln bei Kindern treffen.
Anzumerken ist, dass die von uns definierten Altersgruppen leider ungleich
reprasentiert waren (prozentualer Anteil 17,6; 34,4; 24; 24 %). Die padiatrische
Abteilung des UKE hat als Universitatsklinikum sowohl ambulant als auch stationar
ihren Schwerpunkt in der Behandlung von seltenen und komplexen Erkrankungen.
Gerade in der Altersgruppe der Sauglinge und Kleinkinder bis 24 Monaten war es
schwierig, geeignete Proband:innen fur unsere Studie im Stationsalltag zu finden. Sie
waren somit am Ende der Rekrutierungsphase leider unterreprasentiert.

Das Geschlechterverhaltnis war ebenfalls nicht exakt ausgeglichen (42,4 % weiblich;
57,6 % mannlich). Unsere Messungen ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Geschlechtern. Diese Beobachtung deckt sich mit anderen Arbeiten,
sodass das asymmetrische Geschlechterverhaltnis keine Einschrankung bei der
Betrachtung der Ergebnisse darstellt (115, 116).

Groldzlgig gestalteten wir ganz bewusst den Rahmen der einzuschlielenden
Diagnosen. So fanden sich innerhalb unserer Kohorte sehr unterschiedliche
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Behandlungsgrunde wie zum Beispiel Kinder mit akuter Entzindung oder Kinder nach
Unfallen wieder. Dies hatte zum Vorteil, dass wir einen breiten und auch
reprasentativen Querschnitt der gesunden Kinder abbildeten und nicht eine einzelne
Subgruppe isoliert betrachteten. Offensichtlicher Nachteil unserer Herangehensweise
war, dass unsere Messungen naturlich anfalliger fur uns unbekannte Storgrolien
waren. Auch hierbei stellte sich die Proband:innenrekrutierung in einem
Universitatsklinikum zeitweilig als schwierig heraus, da akute und milde Erkrankungen
eher die Ausnahme und nicht die Norm im Behandlungsspektrum darstellen. In
Kliniken mit Fokus auf der Grundversorgung ware eine homogenere Rekrutierung
bezuglich der eingeschlossenen Diagnosen leichter gewesen, da die gesuchten
Krankheitsbilder schlichtweg haufiger vorkommen.

Andere Studien mit Messung padiatrischer TGFB-Spiegel untersuchten deutlich
kleinere aber dafur homogener Kohorten. Okamoto et al. bestimmten TGFp-Spiegel
bei 55 Kindern im Alter von ein bis 14 Jahren, die eine operative
Leistenhernienkorrektur oder Zirkumzision erhielten. Dartber hinaus waren die Kinder
gesund (115). Rosensweig et al. rekrutierten fur ihre gesunde Kontrollgruppe zum
einen neun zweijahrige Kleinkinder, welche ebenfalls elektive kleinere Operationen
erhielten und zum anderen zehn Jugendliche (mittleres Alter 13 Jahre), zu denen
allerdings keine weiteren klinischen Angaben gemacht werden (117). Sack et al.
untersuchten in ihrer Arbeit zwar nicht TGF sondern andere Zytokinkonzentrationen
bei Kindern, dies jedoch in einem ahnlichen Versuchsaufbau. Mit 275 Kindern war die
Kohorte deutlich groRer, die teilnehmenden Kinder deckten allerdings nur die
Altersspanne von drei bis 17 Jahren ab. Rekrutiert wurden die Proband:innen ebenfalls
im Rahmen von elektiven chirurgischen Eingriffen oder anderen nicht genauer
bezeichneten medizinischen Kontrolluntersuchungen (118). Ein wichtiger Unterschied
all dieser Studien gegenuber unserer Untersuchung ist der Ausschluss akuter
Infektionen (115, 117, 118). Sack et al. schlossen explizit Kinder mit erhohtem CRP
aus der Studie aus (118). In unseren Messungen gab es jedoch keinen signifikanten
Einfluss eines erhohten CRP-Levels auf den TGFp-Spiegel, weswegen wir unsere
Entscheidung als vertretbar halten.

Unsere Studie hebt sich also insbesondere durch die Grolie der Kohorte sowie die
erstmalige Betrachtung der gesamten kindlichen Altersspanne und somit auch der
gesamten kindlichen Entwicklung, die Neugeborenenperiode ausgenommen, von

bisherigen Untersuchungen ab. Zukunftige Studien sollten hier anknupfen und
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ebenfalls stets die gesamte Alterspanne berucksichtigen. Es ist aber auch
festzuhalten, dass die Rekrutierung insbesondere gesunder Kinder fur klinische
Studien stets einen Kompromiss darstellt. Eine Studienteilnahme erfolgt bei Kindern
fast ausschliel3lich aus einem klinischen Kontext (zum Beispiel elektive Eingriffe,
Kontrolluntersuchungen, Notaufnahme). Fur eine klinische Studie ist eine padiatrische
Kontrollgruppe ganzlich ohne gesundheitliche Einschrankungen schwer zu bilden und
zu untersuchen. Letztendlich bleibt es den Wissenschaftler:innen Uberlassen, wie
streng die Ein- und Ausschlusskriterien definiert werden. Eine moglichst homogene
Kohorte bietet zwar in ihrer Vergleichbarkeit viele Vorteile, engt jedoch gleichzeitig die
Betrachtung der gesunden Norm sehr stark auf eine Subgruppe ein.

Die TGFp-Messung erfolgte mit einem etablieten und in anderen Studien
verwendeten und beschriebenen ELISA-Verfahren (85, 116, 119, 120). Dieses
Verfahren eignet sich zur Bestimmung von TGFf nicht nur aus Serum sondern auch
aus Plasma, Urin und Zellkulturen (113). Die Rekrutierung aller Proband:innen erfolgte
zwar Uber einen langen Zeitraum, die eigentliche TGFB-Messung fur samtliche Proben
aber exakt zur selben Zeit unter identischen Laborbedingungen. So konnten wir
sicherstellen, dass alle erhobenen Werte miteinander vergleichbar sind. Auch bei der
Praanalytik erfolgten die einzelnen Schritte von Probengewinnung bis -lagerung
standardisiert und gemafs den Empfehlungen (113, 116).

Diskussion der Ergebnisse

Wir stellten in unseren Messungen fest, dass das Alter einen Einfluss auf den TGFf3-
Spiegel bei Kindern hat. Hierbei unterschieden sich die mittleren TGFB-Spiegel der
ersten und zweiten bzw. der dritten und vierten Altersgruppe kaum. Deutlich waren
hingegen die Unterschiede zwischen den TGFp-Spiegeln der ersten zwei
Altersgruppen und denen der dritten und vierten Altersgruppe.

Grundsatzlich gibt es wenig Literatur zu TGFB-Spiegeln bei Gesunden, noch weniger
zu Kindern. Die meisten Arbeiten setzen sich mit einem bestimmten Krankheitsbild
auseinander und untersuchen TGFp-Spiegel bei Erkrankten im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe (81, 85, 120). Auch die Tiger for Kids-Studie verfolgt das
ubergeordnete Ziel, die hier erhobenen TGFpB-Spiegel mit denen von an MFS
erkrankten Kindern zu vergleichen und diese bisher in der Literatur bestehende Licke
zu schlieBen. Alleinige Betrachtungen zu TGFB-Spiegeln bei Gesunden sind rar.
Unsere Beobachtung der mit dem Alter fallenden TGFp-Spiegel deckt sich allerdings

mit bisherigen Studien. In der bereits zuvor zitierten Arbeit von Okamoto et al. wurden
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TGFB-Spiegel im Serum zwischen 55 gesunden Kindern und 44 gesunden
Erwachsenen (Alter zwischen 21 und 67 Jahren) verglichen. Sie stellten einen
fallenden TGFB-Spiegel mit dem Alter fest (r=—0,517; p<0,0001, n=99), die mittleren
Spiegel der Kinder unterschieden sich signifikant von denen der Erwachsenen
(61,7£18,5 ng/ml vs. 40,3£17,7 ng/ml; p<0,01) (115). Rosensweig et al. untersuchten
in lhrer Arbeit primar TGFB-Spiegel im Plasma bei Patientiinnen mit
Lebererkrankungen, verglichen diese aber auch mit einer gesunden Kontrollgruppe
von insgesamt 29 Kleinkindern, Jugendlichen und Erwachsenen (mittleres Alter der
Erwachsenen 30 Jahre). Zwischen diesen Untergruppen der gesunden Kohorte war
der TGFp-Spiegel mit dem Alter ebenfalls abnehmend (r=-0,7478, p<0,0001). Die
Proband:innenanzahl dieser Studie, insbesondere der Kinder, war allerdings sehr
klein. Ein Signifikanzniveau beim Vergleich der mittleren TGFp-Spiegel von
Kleinkindern, Jugendlichen und Erwachsenen wurde nicht angegeben (42+6 ng/ml,
n=9; 9+£2 ng/ml, n=10; 1£1 ng/ml, n=10) (117). Dennoch stellten Rosensweig et al.
analog zu unseren Ergebnissen in ihren Messungen einen Unterschied im Vergleich
von gesunden Kleinkindern und Jugendlichen fest.

Unsere Untersuchungen fugen sich in diese Ergebnisse bisheriger Arbeiten ein und
weiten diese deutlich aus, da wir wesentlich umfassender das Kindesalter
betrachteten.

Es gibt Arbeiten zu TGFB-Spiegeln bei gesunden Erwachsenen. Die Tendenz der
abnehmenden TGFp-Spiegel setzt sich mit dem Alter nicht fort. Young et al.
untersuchten neben weiteren Zytokinkonzentrationen im Serum auch die von TGFf
bei gesunden erwachsenen Blutspender:innen im Alter von 20 bis 58 Jahren. In ihren
Messungen stellten sie keine signifikanten Veranderungen mit dem Alter fest (n=74;
r=0,010; p=0,931) (116). Forsey et al. betrachteten in ihrer Studie insbesondere das
hohe Erwachsenenalter. Sie bestimmten dabei hohere mittlere Spiegel an aktivem
TGFB im Plasma von 86- bis 94-jahrigen im Vergleich zu 32- bis 59-jahrigen
Proband:innen (399 pg/ml, n=138 vs. 141,5 pg/ml, n=18; p<0,0001). Die Messung des
gesamten TGFB im Plasma inklusive der latenten Form zeigte wiederum keine
Unterschiede im Vergleich derselben Altersgruppen (121). Peterson et al. konnten
beim Vergleich ahnlicher Altersgruppen keine Unterschiede feststellen. Der mittlere
TGFB-Spiegel im Serum von 26 Proband:innen mit einem mittleren Alter von 79 Jahren

unterschied sich nicht von 13 Proband:innen mit einem mittleren Alter von 30 Jahren
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(kein Signifikanzniveau angegeben) (122). Eine Abnahme des TGF3-Spiegels mit dem
Alter, wie wir sie fur Kinder feststellen konnten, setzt sich also bei Erwachsenen nicht
kontinuierlich fort. Auch fur andere Zytokine wie Interferon y oder Interleukin 8 sind
zwischen gesunden Kindern und Erwachsenen signifikante Unterschiede beschrieben
(116, 118).

Diese Arbeiten bekraftigen, dass man nicht von Studien mit Erwachsenen direkt auf
Kinder schlie3en sollte. Gerade im Hinblick auf eine hereditare Erkrankung wie das
MFS ist es wichtig, dies zu betonen. Betroffene mussen von Kindheit an begleitet und
behandelt werden und somit bendtigen wir Normwerte fur jedes Alter.

Unsere Messungen ergaben keinen Unterschied der TGFp-Spiegel zwischen den
Geschlechtern. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen bisheriger
Arbeiten sowohl fur Kinder als auch fur Erwachsene (81, 115, 116).

So gut sich die Beobachtungen aus unserer Arbeit also in die bisherige Literatur
einfugen, mussen einige Auffalligkeiten beim Betrachten der absoluten TGFp-Werte
erwahnt werden. Innerhalb unserer Kohorte gab es teilweise grof’e Schwankungen.
Der niedrigste und hochste gemessene TGFB-Spiegel lagen etwa 15000 pg/ml
auseinander. Gerade bei Betrachtung der unterschiedlichen Diagnosegruppen sahen
wir deutliche Unterschiede, sodass wir uns im Nachhinein fragen mussen, ob die
Einschlusskriterien zu groRzugig formuliert waren.

Dennoch lassen sich innerhalb des von uns betrachteten breiten Spektrums an
Diagnosen interessante Beobachtungen machen. Wir schlossen in unsere Studie auch
Kinder ein, die mit V. a. Bindegewebserkrankung in der Marfan-Ambulanz des UHZ
gesehen und im Verlauf genetisch gesichert negativ getestet wurden. Der Verdacht
ergab sich aufgrund Verwandter (Eltern oder Geschwister) mit diagnostizierter
Bindegewebserkrankung. Diese Kinder hatten in unseren Messungen im Vergleich zu
den anderen Gruppen den hochsten mittleren TGFp-Spiegel (Mittelwert 7969 pg/ml;
Mittelwert der gesamten Kohorte 6517 pg/ml). Diese Beobachtung unterscheidet sich
von den Ergebnissen der Studie von Hillebrandt et al. zu TGFp-Spiegeln im gesamten
Spektrum der hereditaren Aortenerkrankungen bei Erwachsenen. Proband:innen, bei
denen sich genetisch der Verdacht auf eine hereditare Aortenerkrankung nicht
bestatigte, hatten in dieser Arbeit keine erhohten TGFp-Spiegel im Vergleich zu
Gesunden. Dies ist umso erstaunlicher, da bei jeweils etwa einem Drittel dieser
Patient:innen eine Aortenwurzeldilatation nachgewiesen wurde oder ein operativer

Eingriff an der Hauptschlagader bereits erfolgt war. 15 % der Proband:innen hatten
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sogar schon eine Aortendissektion erlitten (85). Eine mogliche Erklarung fur die
unterschiedlichen Beobachtungen ware, dass in unserer Arbeit Kinder, in der Arbeit
von Hillebrand et al. wiederum Erwachsene untersucht wurden.
Kinder mit akuten Infektionen waren in unserer Studie prominent vertreten, zeigten
aber keine auffalligen TGFB-Spiegel im Vergleich zur restlichen Kohorte. Zum Einfluss
des CRP-Spiegels auf den TGFp-Spiegel gibt es unserer Kenntnis nach bisher keine
Studien. Fur zukunftige Betrachtungen gesunder padiatrischer Kollektive kann man
anhand unserer Studie festhalten, dass Kinder mit akuten und milden Infektionen in
die Betrachtung eingeschlossen werden koénnen. Kinder, die in ihrer
Familienanamnese hereditare Bindegewebserkrankungen wie das MFS aufweisen,
sollten fur TGFp-Messungen bei Gesunden jedoch ausgeschlossen werden, selbst
wenn genetische Testungen negativ ausfallen.
Vergleicht man unsere gemessenen absoluten TGFp-Spiegel mit Werten aus anderen
Studien, so fallen teils deutliche Diskrepanzen auf. Unsere Messwerte ordnen sich
unterhalb der bisher aus Serumproben bestimmten TGFp-Werte bei Kindern ein
(Mittelwert und SD unserer Kohorte 6517+2843 pg/ml=6,5+2,8 ng/ml vs. Mittelwert und
SD aus der padiatrischen Kohorte von Okamoto et al. 61,7+£18,5 ng/ml) (115). Auch im
Vergleich zu Plasmaspiegeln von TGFp zeigt sich dieser Unterschied (117).
Verglichen mit TGFp-Spiegeln von Erwachsenen ergeben sich ebenfalls Differenzen
im Bereich von mehreren 1000 pg/ml (116). Forsey et al. bestimmten im Serum
nochmals deutlich niedrigere TGFp-Spiegel (Mittelwert unserer Kohorte 6517 pg/ml
vs. Mittelwert der Kohorten aus Forsey et al. 399,91 bzw. 141,5 pg/ml; p<0,0001)
(121). Dies deckt sich zwar mit der generellen Beobachtung, dass TGFp-Spiegel bei
Erwachsenen niedriger sind als bei Kindern, die Deutlichkeit der absoluten
Unterschiede ist dennoch auffallig.
Der Vergleich unserer Ergebnisse mit denen von Erwachsenen mit MFS ist auch nicht
ganzlich schlussig. Franken et al. definieren in ihrer Arbeit 140 pg/ml im Plasma als
Grenzwert, ab dem bei Betroffenen mit MFS ein 6,5-faches Risiko fur ein relevantes
klinisches Ereignis besteht (Aortenchirurgie oder Aortendissektion) (81). Angewandt
auf unsere Daten liegen samtliche Proben deutlich Gber diesem Grenzwert. Hillebrandt
et al. malRen wiederum fur ihre erwachsenen Proband:innen einen mittleren TGF§-
Spiegel im Serum von 32+26,8 ng/ml fur die gesunde Kontrollgruppe (n=119).
Patient:innen mit MFS hatten einen mittleren Spiegel von 44,4+34.9 ng/ml (n=128).
Unsere Daten ordnen sich im Vergleich wiederum unterhalb dieser beiden Gruppen
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ein. Die Messungen der Studie von Matt et al. bewegen sich in etwa im identischem
Spektrum mit mittleren TGFp-Spiegeln im Plasma von 15+1,7 ng/ml fur die
Proband:innen mit MFS (n=53) gegenuber 2,5+0,4 ng/ml fur die gesunde
Kontrollgruppe (n=74). In dieser Studie wurde allerdings mit Elektrochemilumineszenz
ein anderes Verfahren zur TGFB-Messung verwendet (120).

Eine modgliche erkennbare Ursache fur diese teils deutlichen Unterschiede in den
TGFB-Messungen ist der Einsatz von ELISA-Verfahren unterschiedlicher Hersteller.
Unser Messverfahren erfolgte nach Hersteller- und Literaturangaben. Im wesentlichen
Ablauf des ELISA mit Antikorperbindung an einer Mikrotiterplatte, Inkubation, Zugabe
eines Detektionsantikorpers, erneuter Inkubation sowie Zugabe eines Substrats und
photometrischer Messung der enzymatischen Reaktion gibt es keine wesentlichen
Unterschiede zu Messverfahren anderer Hersteller. Somit bleiben diese Diskrepanzen
ungeklart. Auch bei der Probengewinnung und -verarbeitung von der Blutentnahme
bis zur Lagerung unterscheiden sich die Studien nicht wesentlich. Wenn man in
zukunftigen Arbeiten dieselben Proben mit mehreren ELISA-Verfahren
unterschiedlicher Hersteller messen wurde, konnten die Differenzen moglicherweise
hinreichend erklart werden. Dies ist zwingend notwendig, bevor man TGFf in der
klinischen Anwendung etablieren mochte. Es ware jedoch auch kein Novum, wenn
absolute Unterschiede zwischen unterschiedlichen Testverfahren bestehen bleiben,
wie das Beispiel der Bestimmung von Transglutaminase-Antikorpern bei der Zoliakie-
Diagnostik zeigt. In der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur
Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten wurde festgehalten,
dass absolute Werte verschiedener Testverfahren zur Bestimmung der
Transglutaminase-Antikorper nicht miteinander vergleichbar sind. Als auffallig wird ein
Abweichen um ein Vielfaches der jeweiligen Norm gewertet (123).

Mehrfach wurde bereits erwahnt, dass TGFf von etlichen Faktoren beeinflusst wird.
Wie marginal bzw. kurzweilig diese Einflisse bei Gesunden bereits sein konnen,
beschreiben Czarkowska-Paczek et al. in ihrer Arbeit. Sie untersuchten bei 14 jungen
und gesunden Personen Zytokinkonzentrationen nach sportlicher Betatigung
(Radfahren auf einem Hometrainer fur etwa 20 Minuten). Direkt und zwei Stunden
nach Belastung konnten sie im Vergleich zu den Ausgangswerten fast zwei- bis
dreifach erhohte TGFp-Spiegel messen (Mittelwerte vor Belastung, direkt nach
Belastung und zwei Stunden nach Belastung 20,58 ng/ml; 55,37 ng/ml; 40,03 ng/ml).
Ahnliche Anstiege wurden fir andere Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel VEGF
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beobachtet. Als Grund fur diesen Anstieg vermuten die Autoren eine kurzzeitige
Hypoxie, insbesondere im Muskelgewebe (124). TGF reagiert offenbar sehr sensibel
und unterliegt etlichen Einflussen und damit auch Schwankungen. Vermutlich betrifft
dies gerade Kindern im Wachstum. TGFp-Bestimmungen unterliegen somit wohl stets
einer gewissen Dynamik. Der definierter Normbereich sollte also nicht zu eng
ausfallen. Fur unsere Messungen mit teils deutlichen Differenzen zwischen den
einzelnen Werten lasst sich nicht ausschlie3en, dass die eingeschlossenen milden und
akuten Erkrankungen durchaus schon erhebliche Veranderungen des TGFB-Spiegels
verursachen, auch wenn wir dies exemplarisch fur Entzindung und eingeschrankte
Nierenfunktion nicht feststellen konnten. Moglich ist zudem, dass uns noch unklare
und daher nicht mit bedachte Variablen Einfluss auf TGFp haben, beispielsweise
zirkadiane Schwankungen oder Veranderungen der Stoffwechsellage bei Belastung
oder im Rahmen bestimmter Erkrankungen. Zukinftige Messungen sollten soweit
moglich neben einer homogeneren Kohorte auch den Zeitpunkt der Probenentnahme
einheitlicher gestalten (zum Beispiel Uhrzeit, elektive vs. notfallmallige Behandlung).
Lehren fur den Gebrauch von TGFf als potentiellen Biomarker fiir das MFS
Ubergeordnetes Ziel der Tiger for Kids-Studie ist es, den Nutzen einer TGFB-Messung
bei padiatrischen Patient:innen mit MFS fur den klinischen Gebrauch zu evaluieren. In
vielen experimentellen Arbeiten ist die Bedeutung einer erhohten TGFp-Aktivitat fur
die Pathophysiologie des MFS, insbesondere der Aortenwurzeldilatation,
herausgearbeitet worden. Klinische Studien zu Erwachsenen zeigten, dass diese
erhohte Aktivitat nicht nur in Gewebeproben sondern auch direkt im Blut betroffener
Patient:innen messbar ist (81, 85, 120). Franken et al. konnten daruber hinaus
feststellen, dass bei erhdhtem TGFB-Spiegel auch der Durchmesser der Aortenwurzel
vergrofRert ist. Im Verlauf kam es bei erhohtem TGFp-Spiegel zudem haufiger zu
einem elektiven herzchirurgischen Eingriff oder einer Aortendissektion. Daher sehen
sie in TGFp einen prognostischen Biomarker fur das MFS (81). Matt et al. konnten
nachweisen, dass unter medikamentoser Therapie mit AT1-Antagonisten oder (-
Blockern die TGFB-Spiegel signifikant niedriger sind. Daher sprechen sie TGF3 neben
der prognostischen auch eine therapeutische Relevanz zu. In der Studie wurde jedoch
nicht genauer differenziert, wie lange die Proband:innen bereits eine medikamentdse
Therapie erhielten (120).
Wir konnen anhand unserer Messungen zu gesunden Kindern festhalten, dass von
den gerade erwahnten Arbeiten zu Erwachsenen mit MFS nicht direkt Ruckschlisse
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auf Kinder gemachten werden sollen. Neben der Erkrankung selbst tritt bei Kindern
noch das Alter als beeinflussender Faktor hinzu. Es ist denkbar, dass die TGF§-
Spiegel auch bei Kindern mit MFS im Vergleich zu gleichaltrigen Gesunden erhoht
sind. Gleichzeitig weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass der ohnehin vielseitig
beeinflusste TGFB-Spiegel im Rahmen einer normalen kindlichen Entwicklung wohl
noch grofleren Schwankungen als bei Erwachsenen unterliegt und somit die
Abgrenzung zu einer pathologischen Erhohung moglicherweise schwierig ist. Wie
bereits zuvor erwahnt bestehen zudem beim Vergleich der absoluten TGFp-Werte
zwischen den einzelnen Studien teils deutliche Unterschiede. Diese mussen vor einem
Einsatz im klinischen Alltag geklart werden. Die Anwendung von TGFp als
verlasslichen Biomarker fur das MFS oder eine medikamentdse Therapie kann erst
erfolgen, wenn tatsachlich genugend Daten zu TGFp-Spiegeln gesunder und
erkrankter Kinder vorliegen.

Schlussfolgerung und Ausblick

Wir konnten mit unserer Arbeit zeigen, dass die TGFpB-Spiegel bei herzgesunden
Kindern mit dem Alter sinken. Damit bestatigen wir eine wichtige Beobachtung aus
sehr kleinen padiatrischen Kohorten bisheriger Studien. Unsere Arbeit ist bezuglich
ihres Umfangs die unseres Wissens nach bisher grofite Studie zu TGFB-Spiegeln im
Kindesalter. Der TGFB-Spiegel unterschied sich nicht zwischen den Geschlechtern,
was ebenfalls in der Literatur vorbeschrieben war. Wir konnten auch zeigen, dass
weder Entzundung noch eine eingeschrankte Nierenfunktion Einfluss auf den TGFf3-
Spiegel hat. Kinder, bei denen sich der Verdacht auf eine hereditare
Bindegewebserkrankung genetisch nicht bestatigte, hatten in unseren Messungen
dennoch auffallig hohe TGFp-Spiegel. Hier unterscheiden sich unsere Ergebnisse von
bisherigen Beobachtungen zu erwachsenen Personen.

Die FortfUhrung dieser Arbeit mit der Untersuchung von TGFB-Spiegeln bei Kindern
mit MFS wird fur die weitere Einordnung unserer Ergebnisse wichtige Erkenntnisse
liefern. Es wird sich zeigen, ob die TGFB-Spiegel bei Kindern mit MFS sich signifikant
von denen der gesunden Kontroligruppe trotz der grof3en Differenzen innerhalb
unserer Kohorte unterscheiden. AuRerdem konnen Untersuchungen zum TGF-
Spiegel vor, wahrend und nach der Gabe von Sartanen wichtige Einblicke in die
Wirksamkeit dieser Medikamente geben. Fur einen so kurzen und individuell isolierten
Beobachtungszeitraum sind wohimaoglich auch die vielen potenziellen Storgrofden und
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andere Einflisse, denen TGFp unterliegt, zu vernachlassigen. So konnte die
Beurteilung von TGFB-Spiegeln im akuten Ereignis einer kritischen Zunahme der
Aortendilatation fur kurze Zeit ein wichtiger Parameter sein, welcher miteinbezogen
werden kann, zum Beispiel zur Beurteilung der Notwendigkeit einer operativen
Therapie oder zur Steuerung der Dosierung der AT1-Antagonisten.

Es ist uns mit unserer Studie leider nicht gelungen, ubiquitar gultige und valide
Normwerte fur gesunde Kinder jeden Alters zu definieren. Dafur fallen unsere
Ergebnisse zu heterogen aus und es bestehen aktuell noch zu viele Unklarheiten zur
Messung und moglichen Einflussfaktoren von TGFp.

TGFB ist ein Zytokin mit sehr vielfaltigen und komplexen Funktionen. Eine isolierte
Beanspruchung fur die Pathophysiologie des MFS erscheint daher vermessen.
Andere, nicht kardiovaskulare Einflisse sollten bei TGFp-Bestimmungen stets
bedacht werden. Ob sich TGFp als verlasslicher Biomarker fur das MFS gerade bei
Kindern eignet, muss anhand weiterer Forschung noch evaluiert werden. Ebenfalls
bedarf es fur eine verlassliche Definition eines Normbereichs im Gesunden bei Kindern
weiterer Studien mit noch groReren Kohorten. Es sollten sehr strenge
Einschlusskriterien definiert und die Untersuchungsbedingungen einheitlich gestaltet
werden, auch wenn dies bei klinischen Studien mit Kindern eine besondere
Herausforderung darstellt. Auch sollten verschiedene Messverfahren in ein und
derselben Studie zum Einsatz kommen.

Es ist gut mdglich, dass die TGFB-Spiegel zwischen einzelnen Individuen sich
grundsatzlich zu sehr unterscheiden, hingegen beim MFS der individuelle Verlauf
wichtige Informationen Uber das Krankheitsgeschehen liefert. Auch kann es sein, dass
sich TGFpB fur die Anwendung im klinischen Alltag als zu komplex bzw. zu fragil
herausstellt.

Lohnen wird sich weitere klinische Forschung zu diesem Zytokin insbesondere bei
Kindern allemal, da TGF so vielfaltig in seinen Funktionen und allgegenwartig bei
etlichen Prozessen ist. Mit neuen Erkenntnissen wird auch stetig das Verstandnis fur

TGFp und somit auch fur die Pathophysiologie des MFS wachsen.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden TGFp-Spiegel bei gesunden Kindern bestimmt
und untersucht. Dies soll als Grundlage zur weiteren Untersuchung der
Pathophysiologie des MFS und seiner medikamentdosen Therapie mit Sartanen
dienen, bei der TGFp eine entscheidende Rolle einnimmt. Wir untersuchten TGFp bei
der bisher grof3ten Kohorte an Kindern. Zudem betrachteten wir das gesamte kindliche
Altersspektrum.

Unsere Messungen ergaben einen abnehmenden TGFp-Spiegel mit zunehmenden
Alter, insbesondere zu Beginn der zweiten Lebensdekade und Pubertat. Diese
Beobachtung korreliert mit bisherigen Untersuchungen an kleineren padiatrischen
Kohorten. Fur das Erwachsenenalter ist eine weitere Abnahme nicht beschrieben. Dies
betont die Notwendigkeit eigener TGFB-Normwerte fur Kinder.

Auf Grundlage dieser Arbeit konnen TGFB-Spiegel bei Kindern mit MFS bestimmt und
eingeordnet werden. Die Relevanz von TGFf fur die klinische Anwendung bleibt
allerdings unklar, da die Funktionen des Zytokins fur Physiologie und Pathophysiologie
noch nicht hinreichend geklart sind. Die TGFp-Spiegel in unseren Messungen
unterschieden sich zudem teils erheblich. Es wird noch weiterer Grundlagenforschung
und Klinischer Studien bei Kindern bedurfen, bevor eine TGFB-Bestimmung Einzug in

den diagnostischen und klinischen Alltag finden wird.

7. Summary

In this study, we measured and examined TGFp-levels in healthy children to further
investigate TGFPs role in the pathophysiology of MFS and its possible medical
treatment with AT1-antagonists. Therefore, we analyzed levels of TGF in the entire
age span in the largest cohort size to date.

Our results show a decline of TGFB-levels with increasing age, especially at the reach
of puberty. These results correlate with present smaller studies. The decline does not
continue in adulthood, emphasizing the importance of separate TGFp-levels for
children. Regarding this study, TGF-levels in children with MFS can be analyzed. Yet
the relevance of TGFp for clinical practice remains unclear, as its functions seam
complex and not sufficiently clarified. Besides, the TGFp-levels vary considerably.
Further fundamental and clinical research with TGFp-measurements in children needs

to be carried out to establish clinical and diagnostic relevance for TGFf-levels.
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Abkilirzungsverzeichnis

ACE Angiotensin-converting enzyme
ALK Activine-like receptor kinase
ANOVA Einfaktorielle Varianzanalyse

(englisch: Analysis of variance)
AT1-Antagonisten Angiotensin-1I-Typ-1-Rezeptor-Antagonisten
-Blocker Beta-Blocker
BMP Bone morphogenetic proteins
BPP Bioprobenbegleitprotokoll
CHD Angeborene Herzfehler

(englisch: congenital heart disease)
CRP C-reaktives Protein
df Freiheitsgrade
ECM Extrazellulare Matrix
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
F F-Wert
FBN1 Fibrillin-1
HHT Hereditare hamorrhagische Teleangiektasie
HRP Meerrettich-Peroxidase (englisch: horseradish peroxidase)
HSD Honestly significant difference
LAP Latency-associated peptide
LDS Loeys-Dietz-Syndrom
LLC Large latent complex
LTBP Latent Transforming growth factor Beta-binding protein
LTGFp Latent Transforming growth factor Beta
M Mittelwert
MD Mittlere Differenz
MFS Marfan-Syndrom
N Anzanhl
PAH Pulmonale arterielle Hypertension
PMD Probenmanagementdatenbank
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
SD Standardabweichung (englisch: Standard deviation)
SE Standardfehler (englisch: Standard error)
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SLC

T
TAAD
TGFB
TGFBR
TSP1
UHZ
UKE
V.a.

95 %-Kl

Small latent complex

T-Wert

Familiare thorakale Aortenaneurysmata und -dissektionen
Transforming growth factor Beta

Transforming growth factor Beta receptor
Thrombospondin 1

Universitares Herz- und Gefal3zentrum Hamburg
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Verdacht auf

95 %-Konfidenzintervall
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