AUS DER KLINIK FUR ALLGEMEIN-, VISZERAL-, GEFAR- UND
TRANSPLANTATIONSCHIRURGIE
DER LUDWIG-MAXIMILIANS-UNIVERSITAT ZU MUNCHEN

DIREKTOR: PROF. DR. MED. ]. WERNER

Die Progression des abdominellen Aortenaneurysmas
MOLEKULARE PROZESSE DER GEFARWAND IM RAHMEN DER
ANEURYSMAPROGRESSION UND IDENTIFIKATION NEUER

DIAGNOSTISCHER UND THERAPEUTISCHER ZIELE

HABILITATIONSSCHRIFT
FUR DAS FACH CHIRURGIE
DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT
VORGELEGT VON DR. MED. GABOR GABEL

2019



Habilitationsschrift Dr. med. Gabor Gibel

Inhaltsverzeichnis
LIPS =11 (5 L1 R 3
2. Teilprojekte und Bedeutung der Arbeiten fiir das Fachgebiet ...........cccooommmriiiiccccernnien e 5
2.1 Identifizierung von Unterschieden zwischen atherosklerotischen Lasionen der Aorta und
abdominellem AOIENANEUIYSIMA.........uuueeieieieieieeeeeeeeetaeeeeeererereeerereeera—e—e—e—ereeererererererererernrnrerernrnrnrnnnnes 5
2.1.1 Histologische UNtersCRIEUE ................ccoooueieieie ettt 5
2.1.2 Unterschiede in der Genexpression von atherosklerotischen und aneurysmatischen
L&sionen der infrareN@alen AOITaA ..............ocuee ettt 6
2.1.3 Bedeutung der identifizierten UnNtersChi€de ...............ccoocuuveeeieeeeiesiiiiiieaee e 8
2.2 ldentifizierung von Unterschieden zwischen Aneurysmahals und gesunder Aortenwand.......... 10
2.2.1 Histologische UNtersCRIEUE ................ccooueeiaie et 10
2.2.2 Unterschiede auf Ebene der Genexpression von Aneurysmahals des infrarenalen
Aortaaneurysmas und gesunder AOHENWENT ............ccceeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e eses s s e e ee s sessanae e e saaaae e 11
2.2.3 Bedeutung der identifizierten UnNtersChi€de ...............cccccvuveviieeeeeesiiiiiiiie e 12
2.3 Identifizierung von Unterschieden zwischen stabilem und rupturiertem abdominellen
AOTTENANEUIYSITIA ... e e e e e e e e e e e e e e e e a e e 14
2.3.1 Histologische UNtersCRIEUE ................ccooueeiee et 15
2.3.2 Unterschiede auf Ebene der Genexpression von stabilen und rupturierten infrarenalen
W X0 = =T L= 10 1= 17
2.3.3 Bedeutung der identifizierten UNtersChi€de ...............cccccuveeiieeeeeesiiiiiiiaeeeeeseiiieea e 19
2.4 ldentifizierung von Unterschieden zwischen Tiermodellen und humanen Veranderungen beim
abdomMINEllEN AOIENANEUIYSIMIA........uuuieeeieieeeieieeeeeeeaereeeaeeerereaeaeeererereeerererareeerererernrererersrnrnrerenssnsnrnnes 23
2.4.1 Histologischer Vergleich der Mausmodelle mit humanen AAA ..o 23
2.4.2 Vergleich der Genexpression der Mausmodelle mit humanem infrarenalem
Y0 T = =T L= 10 1 - T 25
2.4.3 Bedeutung der identifizierten UnNtersChi€de ...............cccccvueveieeeeeesiiieiiiae e 28
B A LT 14Ty 0 1= 0 2= EoT T o T 29
R T Y - £ N 31
5. Originalarbeiten der kumulativen Habilitationsleistung.........cccccoviiimiiiiicnnns s 36



Habilitationsschrift Dr. med. Gabor Gibel

1. Einleitung

Erkrankungen des Herzkreislaufsystems waren im Jahr 2015 nach Angaben des Statistischen
Bundesamtes mit 38,5% aller Todesfélle die filhrende Todesursache in Deutschland. Dabei waren ca.
60 % der Todesfalle auf kardiale Ereignisse zuriickzufuhren, wahrend die restlichen 40 % durch
degenerativen Veranderungen des peripheren Gefalisystems, v.a. der supraaortalen hirnversorgenden
GefalRe (A. carotis) und der Bauch-Becken-Beinarterien, bedingt waren (Statistisches Bundesamt,
Fachserie 12, Reihe 4, 2015).

Neben den atherosklerotischen Gefallerkrankungen des peripheren Gefalisystems stellt die Ruptur
eines abdominellen Aortenaneurysmen (AAA) in den Industrienationen ebenfalls eine der fiihrenden
Todesursachen bei Mannern dar. Laut Statistischem Bundesamt starben in Deutschland im Jahr 2015
3725 Menschen an den Folgen dilatativer Veradnderungen der Hauptschlagader. Dies liegt vor allem
daran, dass die Erkrankung des AAA in den meisten Fallen asymptomatisch verlauft und in Deutschland
derzeit per Zufall festgestellt wird. Im Falle einer Ruptur des AAA ist eine Notfallversorgung nur in
weniger als der Halfte der Falle noch moglich. Die Sterberate bei Ruptur liegt aber auch trotz Versorgung
hoch'. Das Rupturrisiko fiir kleine AAA (<50 mm) ist gering und liegt bei <1%/Jahr. Es steigt aber rasch
an mit Werten von Uber 30-50%/Jahr, wenn der Aneurysmadurchmesser 80 mm Ubersteigt?>. Die
Behandlung von AAAs besteht aus einer chirurgischen Exklusion des erweiterten Aortensegmentes.
Heutzutage stehen uns 2 chirurgische Behandlungsverfahren zur Verfigung: Die offene Resektion des
Aneurysmas und Ersatz durch Anlage eines Kunsstoffinterponates sowie die endovaskulare Therapie
durch transfemorale Implantation eines Stentssystems (EVAR = endovascular aneurysm repair). Die
Wahl des Verfahrens ist abhangig von AAA-spezifischen Charakteristiken (z.B. Halslange,
Zugangsgefalie, Tortousitat) als auch Patienteneigenschaften (Alter, Gebrechlichkeit)®. Die Mehrzahl
der Patienten wird aktuell endovaskular behandelt, da die offene Therapie mit einer signifikant erhdhten
perioperativen Mortalitat von 4-5% fiir Manner und 6-8% fiir Frauen assoziiert ist*. Dadurch, dass die
schonendere endovaskuldre Therapie mit hohen Reinterventionsraten und einem Restrisiko fir
Rupturen assoziiert ist, wird die bevorzugte Anwendung dieses Therapieverfahrens zunehmend kritisch
diskutiert (https://www.nice.org.uk/guidance/gid-cgwave0769/documents/short-version-of-draft-

guideline).
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In Anbetracht dieser Tatsache und, dass ein hohes perioperatives Risiko bei der offenen praventiven
Ausschaltung eingegangen wird, bekommt eine mdégliche medikamentése Stabilisierung von kleinen
Aneurysmen (,keep small aneurysms small“), als auch von bereits endovaskular versorgten AAAs,
sowohl von Patientenseite als auch von einem soziookonomischen Standpunkt aus einen hohen
Stellenwert. Zur Entwicklung solcher medikamentésen Therapieansatze ist es notwendig die
pathophysiologischen Prozesse, die das Aneurysmawachstum und die Destabilisierung der
Aortenwand steuern, genauer zu untersuchen und zu verstehen. Insbesondere da aktuell die Prozesse
der Aneurysmainduktion beim Menschen weitestgehend unklar sind und hier nur wenige mdgliche
Faktoren wie stattgehabte entziindliche Prozesse bzw. Expositionen diskutiert werden?.

Daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit die molekularbiologischen Prozesse der
Aneurysmaprogression genauer zu untersuchen und Unterschiede in den verschiedenen
Krankheitsstadien als auch zu anderen vaskularen Pathologien herauszuarbeiten, um Angriffsziele fir

neue therapeutische und diagnostische Strategien zu identifizieren.



Habilitationsschrift Dr. med. Gabor Gibel

2. Teilprojekte und Bedeutung der Arbeiten fiir das Fachgebiet

2.1 Identifizierung von Unterschieden zwischen atherosklerotischen Lasionen der Aorta und
abdominellem Aortenaneurysma

AAAs werden oft dem atherosklerotischen Krankheitspektrum zugeordnet. Tatsachlich werden sie
haufig als ,atherosklerotische’ Aneurysmen bezeichnets. Zwar teilen die atherosklerotischen
Gefallpathologien und das AAA eine ganze Reihe von Risikofaktoren (Nikotinabusus, arterielle
Hypertonie, Fettstoffwechselstérungen) und haufig liegen beide Veranderungen bei einigen Patienten
gleichzeitig vor’. Jedoch wurde gezeigt, dass die kardiovaskularen Risikofaktoren nur schwach
assoziiert sind mit dem Auftreten einer AAA Ruptur®. Weiterhin sind Aneurysmata selten an
GefalRabschnitten zu finden, die pradisponiert sind flr atherosklerotische Ablagerungen (z.B.
Femoralisarterie, Koronararterien oder Aortenbogen). Epidemiologisch gibt es somit zwar einige
Ubereinstimmungen, dennoch ist unklar ob die zu Grunde liegenden pathophysiologischen

Veranderungen, die zur Progression der Erkrankungen fuihren sich &hneln bzw. gleichen.

2.1.1 Histologische Unterschiede

Histologisch nachgewiesen ist, dass im Vergleich zur gesunden Aorta (Abbildung 1A) beide Pathologien
starke chronisch entziindliche Veranderungen aufweisen (Abbildung 1B und 1C). Jedoch zeigen sich
Unterschiede bezlglich der nachgewiesenen Zellpopulationen und der Lokalisation der entziindlichen
Infiltrate. Bei atherosklerotischen Lasionen sind die entzindlichen Infiltrate vor allem in der Intima und
Adventitia lokalisiert, wahrend beim AAA die entzindlichen Zellverbande in der Media und Adventitia
akkumulieren. Hinsichtlich der Zellpopulationen finden sich in der atherosklerotisch-veranderten
Aortenwand vor allem Monozyten, T-Lymphozyten, Makrophagen und Schaumzellen. In der
aneurysmatischen Aortenwand sind es vor allem Natural-Killer-Zellen, Neutrophile, Plasmazellen und
T- und B-Lymphozyten, die sich in tertidren Follikeln organisieren®.

Die glatten Muskelzellen der Media proliferieren bei atherosklerotischen Lasionen. Beim AAA zeigt sich
eine Ausdinnung durch vermehrte Apoptose neben einer progressiven Destruktion der Elastasefasern.
Cholesterol-Ablagerungen finden sich beim Aortenaneurysma im adharenten Thrombus wahrend sie

bei atherosklerotischen Wandveranderungen im Intima-Media-Grenzbereich anzutreffen sind.
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Abbildung 1. Histologische Unterschiede anhand einer Movat-Fdrbung von (A) gesunder gegeniiber (B)
aneurysmatischer und (C) atherosklerotischer Aortenwand (Movat-Farbung; 5-fache VergréBerung). Im Vergleich
zur normalen infrarenalen Aorta (A) ist das AAA (B) charakterisiert durch den adhdrenten Thrombus mit
Cholesterol-Einschliissen (rot) (iber einer Kollagen-reichen (gelb), Elastin- (schwarz), Proteoglykan- (blau) und
glatten Muskelzell- (rot) armen Media sowie fettig degenerierten Adventia. Beachtenswert sind die extensive
Neovaskularisation sowie die groBen lymphatischen Infiltrate (lilla Zellen) im Media-Adventia-Ubergangsbereich.
Bei athersklerotisch-verdnderter abdominaler Aortenwand (C) sind die Cholesteroleinschliisse im Intima-Media-
Ubergangsbereich, ebenso die entziindlichen Infiltrate. Die Media und Adventitia darunter sind weitestgehend
intakt. Es zeigt sich lediglich eine Proliferation der glatten Muskelzellen (rot). Eine vermehrte Neovaskularisation
oder fettige Degeneration im Media-Adventia-Ubergangsbereich ldsst sich in der atherosklerotisch verénderten

Aortenwand nicht nachweisen.

2.1.2 Unterschiede in der Genexpression von atherosklerotischen und aneurysmatischen
Lasionen der infrarenalen Aorta

Im Rahmen einer internationalen Kooperation wurden Genexpressionsuntersuchungen (Microarray)
durchgefiihrt, um Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten in der Transkription von Aortenwandgewebe
dieser beiden Pathologien zu identifizieren'®. Aneurysmagewebe von 20 Patienten mit intermediar-
groRen AAA (£ 55 mm) und 29 Patienten mit groRen AAA (> 55 mm) sowie atherosklerotische
Aortenwandproben (9 Patienten) wurde mit gesunder Aortenwand von Organspendern (10 Patienten)
verglichen. Es zeigten sich signifikante Unterschiede und keine Gemeinsamkeiten bezlglich der
differentiell exprimierten Gene. Auch bei der Untersuchung der aktivierten und deaktivierten Signalwege
zeigten sich komplett gegensatzliche Ergebnisse (Tabelle 1).

Wahrend bei den aneurysmatischen Gewebeproben vor allem inflammatorische Signalwege aktiviert
und metabolische Signalwege sowie oxidative Phosphorylation deaktiviert waren, zeigte sich bei den
atherosklerotischen Aortenwandproben eine Aktivierung der metabolischen Signalwege und der
oxidativen Phosporylation sowie eine Deaktivierung der inflammatorischen Antwort.

Dadurch, dass kleine und groBe AAAs isoliert analysiert wurden, konnten wir trotz der grof3en

Ubereinstimmung der Transkriptome auch vereinzelte Unterschiede finden. Das bemerkenswerteste
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Kategorie KEGG Signalweg N n P Wert
Cytokine-cytokine receptor interaction 267 20 2.52*10°"7
Chemokine signaling pathway 190 14 3.53*10"2
Hematopoietic cell lineage 88 10 9.95*10™
Primary immunodeficiency 35 7 1.89*10%°
AAA (> 55 mm) Cell adhesion molecules (CAMs) 134 9 7.87*10°%
Hochregulierte Gene Intestinal immune network for IgA production 50 6 6.70*107
Cytosolic DNA-sensing pathway 56 6 1.15*10°%
NOD-like receptor signaling pathway 62 6 1.86*10°%
Jak-STAT signaling pathway 155 8 2.30*10°%
T cell receptor signaling pathway 108 7 2.40*10°%
Metabolic pathways 1104 78 1.05*10%
Huntington's disease 185 31 3.64*10°%0
Oxidative phosphorylation 135 27 8.60*10%
Alzheimer's disease 169 28 2.45*107®
AAA (> 55 mm) Parkinson's disease 133 25 7.70*1078
Herunterregulierte Gene Ribosome 88 18 1.32*10"
Cardiac muscle contraction 79 16 4.25%10°"2
Focal adhesion 201 23 8.41*10°12
Vascular smooth muscle contraction 115 17 1.27*101°
Fatty acid metabolism 42 10 1.70*10°%
Metabolic pathways 1104 | 147 1.49*10%
Oxidative phosphorylation 135 49 5.68*10°%
Parkinson's disease 133 46 7.03*10%2
Huntington's disease 185 52 4.11*10731
AVK Alzheimer's disease 169 48 5.02*102°
Hochregulierte Gene Ribosome 88 35 6.28*10%
Focal adhesion 201 38 1.90*10°%
Spliceosome 128 29 8.16*107"°
Cardiac muscle contraction 79 21 2.63*1012
Proteasome 48 17 2.63*10°12
Cytokine-cytokine receptor interaction 267 8 5.69*10°%7
Hematopoietic cell lineage 88 5 5.93*10"%
Chemokine signaling pathway 190 6 8.64*10°%
Regulation of actin cytoskeleton 216 5 2.00*10°%
AVK Graft-versus-host disease 42 3 3.00*10°%
Herunterregulierte Gene Jak-STAT signaling pathway 155 4 6.00*10%
Pathogenic Escherichia coli infection 59 3 6.00*10°%
NOD-like receptor signaling pathway 62 3 6.00*10%*
Toll-like receptor signaling pathway 101 3 2.10*10°%
Prion diseases 35 2 3.70*0°%

Tabelle 1. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Signalwege AAA vs AVK (N, Gesamtzahl der Gene
assoziert mit dem Signalweg; n, Anzahl differntiell exprimerter Gene aus dem Signalwag, aus Gébel & Biros et al.

Oncotarget 2015)
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Ergebnis beziiglich Immunitat war, dass eines der wichtigsten T-Zell-regulierenden Gene cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein (CTLA4 oder CD152) ausschlief3lich in kleinen AAA vermehrt exprimiert
wurde. AuRerdem konnten wir zeigen, dass nur in groRen AAA eine exzessive Infiltration von CD8* T-
Zellen bei gleichzeitig aktivierter Genexpression fiir das CD8A Molekil vorhanden ist.

Die Hochregulation der Expression fir das CTLA4 und CD8A Gen in kleinen bzw. groRen AAA fiihrte
zu der Hypothese, dass die Verminderung der Genexpression von CTLA4 ein Schllisselereignis bei der
Progression von AAA darstellt, welcher die exzessive T-Zell-gesteuerte Immunantwort in der
aneurysmatischen Gefallwand vorantreibt.

CTLA4 ist ein Oberflachenmolekil der Zellwand, welches die adaptive Immunitat von T-Zellen negativ
beeinflussen kann und somit als ,Ausschalter” fir die Immunantwort agiert''. Das CD8A Molekiil ist
Bestandteil des CD8 Antigens, welches sich auf den meisten zytotoxischen T-Lymphozyten nachweisen
lasst und als Co-Rezeptor mit dem T-Zell-Rezeptor agiert. Vorangegangene immunhistochemische
Untersuchungen an humanen AAA Gewebe haben gezeigt, dass CD8* T-Zellen die Aortenwand

infiltrieren und zytotoxische Mediatoren — wie Perforine — freisetzen'2.

2.1.3 Bedeutung der identifizierten Unterschiede

Nicht nur histologisch, sondern auch von ihren Genexpressionsprofilen unterscheiden sich die
Erkrankungen wesentlich, so dass sich schlussfolgern 1asst, dass unterschiedliche Pathomechanismen
vorliegen. Aufgrund dessen lassen sich wirksame Therapien zur Behandlung der Atherosklerose nicht
ohne weiteres auf die Behandlung des AAA (ibertragen.

Die Manipulation von CTLA4 Spiegeln kénnte eine therapeutische Option darstellen, um die
Progression von AAA zu verzdgern oder zu verhindern. Aktuell ist das CTLA4-basierende Biologika
Abatacept (Orencia), ein rekombinantes Fusionsprotein aus der Fc Region des Immunglobulins G1
(lgG1) und der extrazellullaren Domane von CTLA4, fur die Behandlung anderer Immunpathologien wie
z.B. der rheumatoiden Arthritis zugelassen. Die Effekte beruhen auf der spezifischen Bindung an CD80
und CD86 auf antigenprasentierenden Zellen. Dadurch wird die Bindung an den CD28-Rezeptor auf
den T-Lymphozyten verhindert. Die Interaktion von CD28 und CD80/CD86 ist eine Bedingung fiir die T-
Zell-Aktivierung (sogenannte Kostimulation). Die Hemmung der Kostimulation fuhrt zu einer reduzierten
T-Zell-Aktivierung, T-Zell-Proliferation und  Antikérperbildung. Des Weiteren nimmt die

Zytokinproduktion ab's.



Habilitationsschrift Dr. med. Gabor Gibel

Eine klinische Studie zur Behandlung von AAA mit CTLA4-basierenden Biologika ist bisher nicht
geplant. Lediglich eine Studie (NCT03192969) zur Behandlung der Riesenzellarteritis war in Planung,

wurde jedoch wieder zuriickgezogen.
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2.2 Identifizierung von Unterschieden zwischen Aneurysmahals und gesunder Aortenwand

In einem 2. Schritt wurde die Genexpression von vermeintlich gesundem Aortenwandgewebe aus dem
proximalen Hals aneurysmatischer Aorten (n = 14) — ublicherweise die Verankerungszone fur
Aortenstentsysteme — mit der Genexpression gesunder Aortenwand von Organspendern (n = 8)

verglichen'. Zusatzlich erfolgten histologische Untersuchungen.

2.2.1 Histologische Unterschiede

In Biopsien der Aortenwand aus dem Halsbereich lassen sich histologisch weitestgehend noch
erhaltene Strukturen der GefaBwand nachweisen mit geringeren Schadigungen der elastischen Fasern
in der Media und weniger entziindlichen Infiltraten in der Adventitia. Bei der genaueren histologischen

Untersuchung der Aneurysmahalse imponierten jedoch bereits die fiir Aneurysmen

Abbildung 2. A) Hamatoxylin-Eosin Farbung einer Aortenwandgewebeprobe aus dem Hals eines humanen
Aortenaneurysmas, wo sich tertiére lymphatische Follikel (LT = lymphoid tissue) in der Adventia nachweisen lassen.
M, Media; L, Lumen des Gefé3es. B) Représentativer Ausschnitt einer immunhistochemischen Férbung ftir CD19
(braun, Pfeile) ebenfalls aus Aortenwandgewebeprobe vom Aneurysmahals. (aus: Biros et al. Atherosclerosis
2014)

10
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typischen tertidren lymphatischen Follikel im Adventita-Media-Ubergang. Es zeigten sich bei der
immunhistochemischen  Farbung vermehrt CD19  positive  B-Lymphozyten in den
Aneurysmahalsbiopsien, so dass hier bereits von einem frilhen Erkrankungsstadium ausgegangen

werden kann (Abbildung 2).

2.2.2 Unterschiede auf Ebene der Genexpression von Aneurysmahals des infrarenalen
Aortaaneurysmas und gesunder Aortenwand

Insgesamt wurden 1047 differentiell exprimierte Transkripte (= 2-fach; adjusted p < 0,05) zwischen AAA
Halsen und Kontrolbiopsien von Organspendern identifiziert (221 hoch- und 826 herunterreguliert). Wir
fuhrten eine Analyse der assoziierten Signalwege durch, um den biologischen Kontext der differentiell
exprimierten Gene nachvoliziehen zu koénnen. Interessanterweise, konnte hier eine grof3e
Ubereinstimmung zu den vorangegangenen Ergebnissen fiir Aortenaneurysmen nachgewiesen
werden. Wir konnten auch hier fir die hochregulierten Gene einen direkten Bezug zu Signalwegen der
Immunantwort nachweisen. Die am signifikantesten aktivierten Signalwege waren cytokine-cytokine
receptor interaction gefolgt vom chemokine signaling pathway und dem antigen processing and
presentation KEGG Kategorien (Tabelle 2). Hochregulierte Gene in den Aneurysmahéalsen mit Bezug
zu den Signalwegen der Immunantwort waren folgende Zytokine: IL1B (4,01-fach, p = 1,05*10-2), /L33
(3,06-fach, p = 1,59*102) und interferon alpha 8 (4,25-fach, p = 8,01*103); Chemokine: CCL3 (3,54-
fach, p = 2,43*102), CXCL12 (2,69-fach, p = 2,85*102), und CXCL13 (2,87-fach, p = 1,59*102);
Chemokine Rezeptoren: CCR7 (2,64-fach, p = 3,08*10-2) und CXCR4 (4,27-fach, p = 3,35*102); der B-
Zell Maturationsmarker: CD19 (3,14-fach, p = 2,85*102); das Macrophagen-Antigen: CD44 (2,16-fach,
p = 8,01*103); das natural killer cell associated protein: NKTR (2,64-fach, p = 8,01*10-2); und die MHC
class Il Molekule: HLA-DOA (2,13-fach, p = 2,11*102) und HLA-DOB (2,53-fach, p = 3,90*102).
Vergleichbar zu der vorangegangenen Studie an Aneurysmasacken gehodrten die metabolic pathways

und oxidative phosphorylation zu den am signifikantesten deaktivierten Signalwegen.

11
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Kategorie KEGG Signalweg N n P Wert
Cytokine-cytokine receptor interaction 267 16 8.67*10"2
Chemokine signaling pathway 190 10 5.76*10%7
Cytosolic DNA-sensing pathway 56 6 4.06*10°%
Leukocyte transendothelial migration 118 7 1.75*10%
Aneurysmahals Intestinal immune network for IgA production 50 5 3.02*10%
Hochregulierte Gene Cell adhesion molecules (CAMs) 134 7 3.02*10%
Hematopoietic cell lineage 88 5 4.00*10°%
Antigen processing and presentation 89 5 4.00*10°%
Jak-STAT signaling pathway 155 6 5.00*10%*
Pathways in cancer 330 8 1.00%109°
Metabolic pathways 1104 73 9.17*10%
Ribosome 88 20 2.05*10°"°
Huntington’s disease 185 25 7.18*10™
Focal adhesion 201 23 2.58*10"
Aneurysmabhals Parkinson's disease 133 19 3.72*10""
Herunterregulierte Gene Proteasome 48 11 8.19*10°%
Alzheimer's disease 169 18 1.43*1008
Oxidative phosphorylation 135 15 1.77*10
ECM-receptor interaction 84 11 2.57*10°%
Vascular smooth muscle contraction 115 12 8.06*10°%

Tabelle 2. Aktivierte und deaktivierte Signalwege anhand der KEGG Analyse im Gewebe aus dem Aneurysmahals
(N, Gesamtzahl der Gene assoziert mit dem Signalweg; n, Anzahl differntiell exprimerter Gene aus dem Signalwag;

aus: Biros et al. Atherosclerosis 2014)

2.2.3 Bedeutung der identifizierten Unterschiede

Die mithilfe von Microarrays bestimmten globalen Genexpressionsprofile aus den nicht-dilatierten
Halsen von aneurysmatischen Aorten zeigen, dass die meisten hochregulierten Gene in diesem Bereich
— vergleichbar den Genexpressionsprofilen aus Aneurysmasackgewebe - eine Assoziation zur
Immunantwort haben und die herunterregulierten Gene zu metabolischen Signalwegen und oxidativer
Phosphorylierung. Wahrend die Halse zwar makroskopisch nicht dilatiert sind und vermeintlich gesund
aussehen, so zeigen sie doch histologisch bereits typische inflmmatorische Veranderungen von
aneurysmatischen Aortensegmenten in der Media-Adventia und zusatzlich auch bereits Bruchstellen
der elastischen Fasern in der Media.

Die Inaktivierung der metabolischen Signalwege (metabolic, ribosome, proteasome und oxidative
phosphorylation) wird zum einen dadurch erklart, dass einige der herunterregulierten Gene mit allen
diesen Signalwegen assoziiert sind. Zum anderen aber, kann dieses Ergebnis auch damit

12
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zusammenhangen, dass metabolische Veranderungen auch bei der Polarisation von Immunzellen eine
Rolle spielen. Diese These wird unterstitzt durch Daten die zeigen, dass die Progression von akuten
zu chronisch entzindlichen Veranderungen durch eine inverse Beziehung zwischen inflammatorischer
Antwort und metabolischen Signalwegen charakteresiert ist'5. Es konnte aber auch durchaus sein, dass
unser identifiziertes Genexpressionsprofil lediglich die unterschiedliche Zellzusammensetzung der
Aortenwand zwischen Aneurysmahals und gesunder Kontrollaorta widerspiegelt, wie z.B.
gekennzeichnet durch den Verlust von glatten Muskelzellen und einer Zunahme von Lymphozyten.
Eines der wesentlichen Resultate dieser Arbeit, ist das parallel zu den histologischen Veranderungen
auch auf Transkriptionsebene bereits eine Aneurysma-typische Aktivierung von proinflammatorischen
Genen, wie z.B. Lymphotoxin B, und einer Reihe von B-Zell-spezifischen Markern (u.a. CD19) sowie
Chemokinen (z.B. CXCL13) stattfindet. Gerade CXCL13 ist ein Chemokin, welches die B-Zellen-
gesteuerte Formation von tertidaren lymphatischen Follikeln/Organen in entziindeten Geweben
unterstiitzt'®. Es ist bekannt, dass solche tertidren lymphatischen Strukturen insbesondere eine
Selektion von autoreaktiven B-Lymphozyten férdert!”. Einige Merkmale von Autoimmunerkrankungen,
wie das Vorhandensein autoreaktiver Immunglobulinen an Matrixfasern der Adventitia, wurden bereits
vor langer Zeit in humanen Aortenaneurysmagewebe nachgewiesen'8.

Die von uns nachgewiesene Aktivierung dieser Mediatoren auf Genexpressionsebene in den
Aneurysmahalsen, lasst darauf schliessen, dass die Formation von ektopen, lymphatischen Follikeln
ein bedeutender friiher Mechanismus der Immunantwort in den makroskopisch noch normalen
Aortensegmenten darstellt. Dies lasst auch vermuten, dass sich die immunologischen Mechanismen
die in die Initiilerung, Progression und Ruptur von AAA involviert sind unterscheiden. Unsere Ergebnisse
unterstitzen die These, dass gerade die B-Zell-gesteuerte, adaptive Immunantwort eine wichtige Rolle
in der frlhen Phase der Aneurysma-Pathogenese spielt’. Die Dilatation folgt den inflammatorischen
Veranderungen und die Signalwege, welche die Dilatation steuern, sind mdglicherweise nicht zwingend
mit Immun- bzw. Inflammationssignalwegen assoziiert.

Unsere Ergebnisse geben auch einen Anhalt daflr, warum trotz initial guter endovaskulérer
Ausschaltung von AAA, es zum Auftreten von Typ la Endoleaks kommt. Perspektivisch kénnten hier
durch weiterentwickelte Stentsysteme mit einer medikamentésen Beschichtung, die mit den
zugrundeliegenden Pathomechanismen interferieren, eine Verbesserung der Langzeitergebnisse fir

die endovaskulare Therapie erzielt werden. Hierzu sind jedoch weitere Studien erforderlich.
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2.3 Identifizierung von Unterschieden zwischen stabilem und rupturiertem abdominellen
Aortenaneurysma

Kleine Aneurysmen sind Kklinisch meist asymptomatisch und ungeféhrlich. Die primére
Behandlungsindikation ist die Vermeidung einer Ruptur bei Aneurysmen =50 mm. Um einen genaueren
Einblick in die pathophysiologischen Prozesse zu gewinnen, die zur Progression und Ruptur des
infrarenalen Aortenaneurysmas fiihren, haben wir die Genexpression und Histologie verschiedener

Stadien des Aneurysmas miteinander verglichen.

|dentifikationskohorte:
{Array)
Analyse 1 Analyse 2
eAAA rAAA IAAA IAAA
n=31 n=17 n=16 n=15

l IAAA vs, IAAA

eAAA VS TAAA

Hochregulierta
Transkripte
Herunterregulierte
Transkripte

l (14 Transkripte = 12 Gene)

8

Validationskohorte: efAA vs. TAAA
(gRT-PCR) n=46/18

10 Gene validiert

T ey

Korreliert mit Diameter Korreliert nicht mit Diameter
“terminal progression- “rupture only-associated”
associated” Gene (n = 5) Gene (n=15)

Abbildung 3: Studiendesign zur Identifikation von molekularen Markern der Aortenaneurysmaprogression. Die
Identifikationskohorte wurde in verschieden Gruppen aufgeteilt (teilweise mit Uberlappung) und die
Genexpressionsprofile der Gruppen wurden mittels Microarray bestimmt. Im Anschluss wurden die Transkripte
herausgesucht, welche sowohl in der Analyse fiir eAAA vs. rAAA als auch in der Analyse fiir iAAA vs. IAAA
signifikant differentiell exprimiert waren. Diese wurden daraufhin in einer unabhdngigen Validationskohorte mittels
quantitativer RT-PCR auf ihre Signifikanz Uberpriift. Zusétzlich wurde auf eine signifikante Korrelation mit dem
Aortendiameter gepriift. Dadurch konnten 2 Gensets (je 5 Gene) identifiziert werden. (aus: Gébel et al. J Am Heart
Assoc 2017)
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Da aktuell der einzige verlassliche Parameter fur die Rupturwahrscheinlichkeit der Durchmesser des
Aneurysmas darstellt, wurde in einem komplexen Ansatz die Geneexpression von mittelmaRig-grolRen
(= intermediate size; iIAAA; < 55 mm, n = 15), groRen Aneurysmen (= large size; IAAA; > 70 mm, n =
16) bzw. stabilen (= electively treated; eAAA, n = 31) und rupturierten (= rAAA, n = 17) miteinander

verglichen (Abbildung 3)2°.

2.3.1 Histologische Unterschiede
Bei der histologischen Untersuchung von verschiedenen Stadien des AAAs, zeigen sich besondere
Merkmale insbesondere sind dies:

1. Zunahme an Vasa vasora bei rAAAs im Vergleich zu elektiv-versorgten (Abbildung 4).

2. Zunahme von Adipozyten - bzw. einer fettigen Degeneration - in der Adventita im Vergleich zu

atherosklerotisch-veranderten Kontrollaorten (Abbildung 5).

Mittels Lichtmikroskopie wurden nach Ulex-Farbung die Gefallumen in der Gefallwand von rAAA (n =
5) und eAAA (n = 5) markiert und die relative Gefalkdichte mithilfe der ImagedJ Software
(https://imagej.net) bestimmt. Die Analyse ergab eine signifikant erhdhte MikrogefalRdichte a.e. bedingt

durch eine erhéhte Neovaskularisation im Media-Adventia-Ubergangsbereich von rAAA.

O

Area % vasa vasora
in tissue

Abbildung 4: Histologisch untersucht wurde der prozentuale Unterschied von Vasa vasora in den
aneurysmatischen Aortenwandproben (je n = 5) von eAAA (A) und rAAA (B). Die Pfeile indizieren die Vasa vasora
im Media-Adventia-Ubergangsbereich. Es zeigte sich eine signifikant erhéhte MikrogefdRdichte in rAAA (C).
*p<0,05; Mann-Whitney U Test (aus: Géabel et al. J Am Heart Assoc 2017)
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Abbildung 5: In der Sirius-red-Farbung wurde der prozentuale Unterschied von Adipozyten in aneurysmatischen
Aortenwandproben (n = 5) im Vergleich zu atherosklerotisch-verdnderter Kontrollaorta (A) untersucht. Die
Adipozyten waren fast ausschlieBlich in Adventitia nachweisbar. Es zeigte sich ein signifikantes Ubermal3 an
Adipozyten in der Adventitia von AAA (B). Dies liel3 sich besonders gut bei der genaueren Analyse der Adventitia
darstellen (C). Die Adventitia ist definiert als die Zone unterhalb der blauen Linie. Die gelben Markierungen stellen

die Adipozyten-Cluster dar und rot markiert sind die Lumina der vasa vasora. ***p<0,001; Mann-Whitney U Test

(aus: Doderer et al. J Vasc Surg 2018)

Ebenfalls mittels Lichtmikroskopie wurde nach Sirius-Red-Farbung der prozentuale Unterschied des
Adipozyten-Vorkommens in AAA gegenulber atherosklerotisch-veranderter Kontrollaortenwand

quantifiziert. Dabei zeigte sich, dass ein UbermaR an Adipozyten in der Adventitia ein typisches
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histologisches Merkmal von aneurysmatisch veranderter Aorta darstellt. Eine signifikante Korrelation
von Adipozyten-Dichte in der Adventitia mit dem Aneurysma-Diameter konnten wir jedoch aufgrund der

geringen Probenanzahl (n = 10) nicht nachweisen.

2.3.2 Unterschiede auf Ebene der Genexpression von stabilen und rupturierten infrarenalen
Aortaaneurysmen

Durch unseren Versuchsansatz konnten wir eine Uberlappung von 12 differentiell exprimierten Genen
in der Analyse stabiler vs. rupturierter AAA und fir mittelmafig vs. groRe AAAs identifizieren (Abbildung
4). Von diesen konnten 10 in einer unabhangigen Kohorte (46 eAAA vs. 18 rAAA) mittels quantitativer
RT-PCR validiert werden. Dazu =zahlten folgende hochregulierte Gene: a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif 9 (ADAMTS9), angiopoietin-like 4 (ANGPTL4),
hypoxia-inducible lipid droplet associated protein (HILPDA auch C70rf68), lysyl-oxidase (LOX), sushi
repeat protein X-linked 2 (SRPX2), stanniocalcin-1 (STC1) und glutamine-fructose-6-phosphate
transaminase 2 (GFPT2). Herunterreguliert waren folgende Gene: C-C chemokine ligand 4-like 1
(CCLA4L1), Fc fragment binding protein (FCGBP), Gal-3-sulfontransferase 4 (GAL3ST4). Fur 5 dieser
Gene (ANGPTL4, HILPDA, LOX, SRPX2, FCGBP) konnte zusatzlich eine signifikante Korrelation zum
Aortendiameter nachgewiesen werden, so dass dieses Genset mit terminaler AAA Progression und
Ruptur assoziiert ist. Daher haben wir diese Gene als ,terminal progression-associated Gene
bezeichnet. Fir die anderen 5 Kandidatengene (ADAMTS9, STC1, GFPT2, GAL3ST4, CCL4L1)
konnten wir keine Assoziation zum Aortendiameter nachweisen und wurden daher als ,rupture only-
associated“ Gene bezeichnet.

Vom diagnostischen und therapeutischen Blickwinkel aus sind die Veranderungen, die einer
Aortenruptur vorausgehen naturlich von grofitem Interesse. Daher haben wir uns in der weiteren
experimentellen Analyse auf die 5 ,terminal progression-associated* Gene konzentriert.

Um herauszufinden, ob diese ausgewahlten Gene spezifische Marker fiir abdominelle
Aortenaneurysmen sind, haben wir ihre Genexpression in Gewebe von degenerativen bzw.
disseziierten thorakalen Aneurysmen, Poplitealarterienaneurysmen und atherosklerotisch-veranderten
Karotiden sowie Femoralarterterien bestimmt. Fur ANGPTL4, HILPDA, LOX, und SRPX2, welche
hochreguliert sind in grof3en und rupturierten AAA, die hdchsten Expressionsspiegel konnten in AAA

bestimmt werden. Aber, eine nur geringe Expression wurde in thorakalen und poplitealen
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aneurysmatisch veranderten Gewebeproben detektiert. Ebenfalls nur geringe Expressionslevel konnten
fur diese Gene in den atherosklerotisch veranderten Gewebeproben nachgewiesen werden, so dass
diese Genexpressionssignatur spezifisch fir AAA ist und unabhangig von anderen dilatativen oder
atherosklerotischen GefalRwandveranderungen. Fir FCGBP wurden geringe Expressionsspiegel in
AAA und hohe Spiegel in atherosklerotischen Plaques gemessen.

Um weiterhin zu bestimmen, welche Zellen in der aneurysmatischen Aortenwand fiir die gesteigerte
Genexpression unserer Kandidatengene verantwortlich sind, haben wir die Genexpression in die
GefalRwand-infiltrierenden Blutzellen (periphere mononukleare Zellen, CD14-positive Monozyten, B-
Zellen (CD19), CD3-, CD4-, CD8-positive T-Zellen und regulatorische T-Zellen) sowie vaskularen Zellen
(Endothelzellen, Fibroblasten der Adventita, Adipozyten, glatte Muskelzellen) bestimmt. ANGPTL4,
HILPDA, LOX, und SRPX2 zeigten hohe Expressionsspiegel in Fibroblasten und glatten Muskelzellen.
Nur HILPDA =zeigte hohe Expressionsspiegel in Blutzellen. Diese Analyse zeigte, dass die
hochregulierten Kandidatengene vornehmlich in Zellen mesenchymalen Ursprungs exprimiert werden
und nicht in inflammatorischen Blutzellen, die die Gefdllwand infiltrieren. Das bedeutet, dass die
terminale Schwéchung der aneurysmatischen Aortenwand eher charakterisiert ist durch fibrotische
Veranderungen der Aortenwand als durch inflammatorische Alterationen.

Die Literaturrecherche ergab, dass unsere ,terminal progression-assiociated“ Gene physiologisch mit
Angiogenese (ANGPTL42', SRPX222, LOX2%), Adipogenese (HILPDA2*, ANGPTL42%, LOX26), und
Epithelialer-Mesenchymaler Transition (FCGBP?7, LOX28, SRPX2%°) in Verbindung gebracht werden. In
einer histologischen Untersuchung der Mikrogefalidichte zwischen ruturierten und stabilen AAAs
konnten wir eine signifikant erhdhte Dichte fiir rupturierte AAA nachweisen am ehesten bedingt durch
eine erhdhte Neovaskularisation in der Media. In einer unbhangig publizierten Untersuchung haben wir
uns dem Phanomen der Adipogenese gezielt angenahert3®. Wir haben histologisch herausgefunden,
dass die vermehrte Ansammlung von Fettgewebe im Bereich der Adventitia einzigartig fur die
Gefalpathologie des Aortenaneurysmas ist. So haben z.B. Poplitealarterienaneurysmata oder auch
atherosklerotische Kontrollaorten nicht solche Veranderungen, insbesondere nicht in diesem Ausmal.
Das Vorhandensein dieser Adipozyten in Aortenaneurysmen konnte ein Resultat von passiven
Prozessen sein, in denen destruierte Matrixstrukturen durch periaortales Fettgewebe aufgefillt werden.
Bei so einem Phanomen wirde man jedoch vermuten, dass sich das periaortale Fettgewebe
kontinuierlich in der gesamten GefalRwand ausdehnt, was nicht der Fall ist. Vielmehr zeigen sich

Fettzellen mit sehr groen Zellvolumina, die auf die Adventitia beschrankt sind und die durch
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Matrixfasern in Clustern miteinander verbunden sind. Dies wiirde gegen einen einfachen passiven
Ersatzmechanismus sprechen. Eine alternative Erklarung fur das massive Auftreten von Adipozyten
ware ein Prozess den man bisher als fettige Degeneration beschrieben hat. Dieses Phanomen ist
bekannt von chronisch degenerativen Veranderungen, wie z.B. bei der kritischen Beinischamie, bei
Muskeldystrophien oder rezidivierend auftretenden Rotatorenmanschettenlasionen im Bereich der
Schulterd'-33, Es wird vermutet, dass bei diesem Phanomen dysregulierte Reparaturmechanismen, die
eine Transdifferentiation von mesenchymalen Zellen zu Adipozyten férdern, eine Rolle spielen34. Der
Prozess der Adipozyten-Transdifferentiation ist abhangig von der Verflugbarkeit von
Transkriptionsfaktoren der C/EBP und KLF-Familie sowie dem Vorhandensein des nuklearen Rezeptors
PPAR-y%. Wir konnten das Vorhandensein dieser Faktoren in mesenchymalen Zellen in der duf3eren
Media und Adventitia der Aneurysmawand nachweisen. Damit konnten wir bestatigen, dass die
bendtigte transkriptionelle Ausriistung fiir die fettige Degeneration in den mesenchymalen Zellen der
Aneurysmawand vorhanden ist und diese sich gleichzeitig in der Nahe zu den Adipozyten befindet.

Um die regulierenden molekularen Mechanismen dahinter zu identifizieren, haben wir eine Ingenuity
Upstream Regulator Analyse anhand der differentiell exprimierten Gene von eAAA versus rAAA (n =
308) und iAAA versus IAAA (n = 246) durchgefuhrt. Hier konnte der HIF-1o. Signalweg als einer mit der
hoéchsten Signifikanz aktivierte identifiziert werden. Dies bestatigte auch die weitere Exploration des
Signalwegs in rAAA und die immunhistochemische Untersuchung von HIF-1a in AAA zeigte klar
lokalisierte Farbung in groRnuklearen Zellen um die Vasa vasora in der Media-Adventia-Grenzzone.
Duale Positivitat dieser Zellen in einer Kofarbung mit HIF-1a und CD31 als auch Vimentin und CD31
lasst vermuten, dass HIF-1a Aktivierung ist assoziiert mit Zellen die einer endothelialen-zu-
mesenchymalen Transition (EndoMT) unterliegen und das im Endstadium der AAA Erkrankung EndoMT

involviert ist.

2.3.3 Bedeutung der identifizierten Unterschiede

Es ist bekannt, dass das Aortenaneurysma eine starke, chronisch entziindliche Veranderung aufweist.
In unseren vorangegangenen Studien haben wir diese Rolle mehrfach nachweisen kénnen und wir
konnten auch zeigen, dass sich in den verschiedenen Stadien des Aortenaneurysmas auch
unterschiedliche Lymphozytensubpopulationen abwechseln'0. Dennoch ist unklar, inwieweit diese

entzindlichen Veradnderungen mit der Ruptur des Aortenaneurysmas einhergehen. Interessanterweise
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konnte durch unseren nun angelegten Versuchsansatz lediglich ein einziges inflammatorisch-
assoziiertes Gen mit signifikant-veranderter Genexpression (CCL4L1%) identifiziert werden. Die in
dieser Studie indentifizierten Gen-Sets zeigen Assoziationen zu Pathomechanismen wie Adipogenese,
Angiogenese und epithelialer zu mesenchymaler Transition (EMT). Hinsichtlich der Adipogenese waren
das die Gene HILPDA?4, ANGPTL42%5, LOX?6 und ADAMTS9%. Unterstiitzt wird die Theorie, dass die
Adipogenese moglicherweise bei der Progression des Aortenaneurysmas eine wesentliche Rolle spielt
durch unsere histologischen Untersuchungen. Dort konnten wir die fettige Degeneration im
Adventitiabereich nicht nur als eine einzigartige Eigenschaft fir das Aortenaneurysma identifizieren,
sondern auch nachweisen, dass die Quantitdt der Adipozyten mit dem Diameter zunimmt. Eine
Quantifikation des Ausmales der fettigen Degeneration konnte in der Zukunft dazu beitragen, eine
bessere Einschatzung des Rupturrisikos fiir Patienten mit groRem Aortenaneurysma zu ermdglichen.
Obwohl Magnetenresonanztomographen heute exzellent zwischen Fettgewebe und anderem Gewebe
unterscheiden kénnen, vermuten wir jedoch, dass die infrarenale abdominelle Aorta fir hochauflésende
Bildgebung noch nicht ausreichend gut zugénglich ist um diese entsprechend zu quantifizieren. Aber
die fettige Degeneration im Rahmen der terminalen Aneurysmawandschwachung kénnte naturlich auch
ein neuer Angriffspunkt fir medikamentdse Therapien darstellen, so konnten z.B. PPAR-y Agonisten
eingesetzt werden. Erste Studien konnten bereits zeigen, dass die PPAR-y Aktivierung das
Aortenaneurysmawachstum aufhalten und eine Ruptur verhindern kann38 3. Ebenfalls 5 Gene zeigten
eine Assoziation zu dem Prozess der Angiogenese (ANGPTL42", SRPX222, LOX23, STC140,
ADAMTS9*). Die erhohte Neovaskularisation, welche wir in der Media von grofen und rupturierten
Aortenaneurysmaproben nachweisen konnten, spricht dafir, dass die proangiogene Gen-
Expressionssignatur funktionell ist. Ob die erhdhte Angiogenese der entscheidende Faktor ist der zur
Ruptur fuhrt (so kénnten z.B. transverse MikrogefalRe die Aneurysmawand schwachen) oder, ob die
Signatur sekundar bedingt ist - durch physikalische Veranderungen wie Hypoxie oder molekulare wie
Inflammation - ist unklar und konnte in unserer Beobachtungsstudie nicht weiter untersucht werden.
Dennoch unterstlitzen unsere Ergebnisse eine wichtige Rolle der Angiogenese bei der
Aneurysmaprogression hin zur Ruptur und deuten damit auf ein weiteres mogliches Ziel fur
medikamentdse Therapieansatze hin. In einem Mausmodell konnten wir bereits fir das proangiogene
Chemokin CXCL8, welches in humanen Aortenaneurysmen Uberexprimiert ist, nachweisen, dass durch
eine Antagonisierung des Rezeptors fliir CXCL8 (CXCR1/2) eine Aneurysmaprogression verhindert

werden konnte?2,
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Beide Prozesse, die Angiogenese und die Adipogenese, werden durch das Regulatorprotein HIF-1a
gesteuert, so dass wir sagen kénnen, HIF-1a fiihrt molekular und funktionell den Fingerabdruck der
terminalen Aneurysmawandschwachung. HIF-1a ist zentral involviert in die zellulare Antwort auf
Sauerstoffspannungen. Unter normalen Umstanden wird HIF-1o0 konstitutiv in geringen Spiegeln in
Gewebe exprimiert und unter normaler Oxygenierung wird es durch Ubiquination rasch aus dem
Gewebe abgebaut*3. In der Aneurysmawand wird durch eine Kombination aus Faktoren wie
intravaskularer Thrombus, Aortenwandverdickung, massive Entzindungen ein hypoxisches Milieu
kreiert. Dennoch sind groRe Aortenaneurysmen charakterisiert durch eine exzessive Neongiogenese
wie zuvor beschrieben, mit erhéhter MikrogefalRdichte. Diese sollte theoretischerweise die Hypoxie
kompensieren. In der weiterfiihrenden histologischen Aufarbeitung konnten wir eine diffuse HIF-1a-
Farbung in vielen Zellen der Aneurysmawand nachweisen. Eine bemerkenswerte Beobachtung war
jedoch die erhohte Farbung fir HIF-1a in der Nahe der tertidren Follikel im Media-Adventitia-Bereich.
Bei Doppelfarbungsexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass die HIF-1a positiven Zellen
ebenfalls fir CD31 einem klassischen Endothelzellmarker positiv waren. CD31 ist auch als
Oberflachenantigen auf Zellen nachweisbar, die einer endothelialen-mesenchymalen Transition
(EndoMT) unterliegen**. EndoMT ist ein Prozess in welchem Endothelzellen und endotheliale Zellen
ihre Polaritat verlieren. Sie lésen sich von den umgebenden Zellen und migrieren, um sich in
mesenchymale Vorlauferzellen zu verandern*s. EndoMT ist verantwortlich fiir fibrotische
Gewebsveranderungen. Im Gefaldsystem wird EndoMT als einer der wichtigsten Kontributoren fur
kardiale Fibrose nach einem Myokardinfarkt angesehen*®. Es ist beschrieben, dass HIF-1a. einen
ahnlichen Prozess die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) steuert*’, finf unserer identifizierten
Kandidatengene kénnen ebenfalls mit EMT assoziiert werden (FCGBP?7, LOX28, SRPX22°, STC148 und
CCL4%°). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Arbeit, mit einem sehr konservativen
Ansatz durch rigorose Korrektion fiir multiple Testung, zwei Gen-Sets identifiziert werden konnten, die
sich theoretisch auf Mechanismen der Angiogenese, Adipogenese, HIF-1-Aktivierung und
moglicherweise EndoMT zurtckfiihren lassen. Dies sind alles Mechanismen, die eine Relevanz haben
bei Gewebsveranderungen wie z.B. fibrotischem Gewebeumbau. Interessanterweise hatten die meisten
unserer Gene keinen Bezug zu Inflammation oder Protheolyse. Diese Mechanismen spielen
wahrscheinlich in den frilheren Phasen der Aortenaneurysmaerkrankung eine wichtige Rolle, jedoch

nicht so sehr im Endstadium. Dies kann durchaus auch erklaren, warum antiinflammatorische bzw. —
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proteolytische medikamentdse Therapieansatze beim Menschen bisher fehlgeschlagen sind%°. Unsere
Ergebnisse konnen helfen neue Therapieansatze zu entwickeln, aber auch neue diagnostische
Werkzeuge, um eine bessere Rupturrisikoabschatzung durchflihren zu kénnen. Zum einen ware die
schon vorbeschriebene MR-Diagnostik zur Quantifizierung von fettiger Degeneration im Adventitia-
Bereich der Aneurysmawand. Weiterhin wurde kirzlich auch in einem Mausmodell die erhdhte
Angiogenese durch den Einsatz eines neuen PET Tracers (84CU-markiertes Anti-CD105 Antikdrper

Fab-Fragment) visualisiert®'.
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2.4 Identifizierung von Unterschieden zwischen Tiermodellen und humanen Veranderungen
beim abdominellen Aortenaneurysma

Um valide Untersuchungen praklinisch durchfiihren zu kénnen, Bedarf es eines validen Modells in dem
auch die von uns identifizierten Prozesse involviert sind. Fir die Aneurysmaforschung werden aktuell
vorwiegend 2 Mausmodelle eingesetzt. Zum einen das Elastase-Modell, wo mannlichen, 10 Wochen
alten C57BL/6 Mausen porcine pankreatische Elastase (PPE) in die ausgeklemmte, infrarenale Aorta
unter Druck installiert wird. Im Anschluss entwickeln die Tiere eine Aortendilatation durch die chemische
Alteration - ahnlich einem humanen Aortenaneurysma. Jedoch bildet sich die dilatative Veranderung
nach 2 Wochen langsam zurlick und bei den Tieren kommt es nicht zum Auftreten einer Ruptur®2. Ein
weiteres Modell ist die Angiotensin Il (Angll) induzierte Aneurysmaentstehung in mannlichen ApoE
knockout Mausen (ApoE™). In diesem Modell entwickeln die Tiere oft auch eine Dissektion und das
Aneurysma ist meistens suprarenal lokalisiert, so dass es mittlerweile eher als ein Dissektionsmodell
angesehen wird®. Bei diesem Modell ist das Auftreten von Rupturen haufig und die dilatative
Veranderung bildet sich nicht zurtick.

Das entscheidende Problem stellt jedoch das Paradox zwischen praklinischem Erfolg von
antiinflammatorischen bzw. antiproteolytischen Therapieansatzen im Tiermodell und der klinischen
Realitat dar®. Neben den Eigenschaften, dass das PPE Modell nicht rupturiert und das Angll Modell
disseziiert, weist dieses auf eine translationale Licke hin und stellt die Validitat der Modelle in Frage.
Da genomweite Expressionsanalysen fur das PPE Modell bisher gar nicht vorhanden waren und beide
Modelle bisher bezlglich ihrer Genexpressionsveranderungen noch nie mit der Genexpression in
humanen AAAs verglichen wurden, haben wir eine entsprechende Untersuchung initiiert. Ziel war es
Ubereinstimmungen und Unterschiede herauszuarbeiten, um die Vor- und Nachteile eines jeden
Modells genauer zu identifizieren. In der Hoffnung, zukiinftige medikamentése Behandlungskonzepte

am entsprechend geeignetsten Modell testen zu kénnen.

2.4.1 Histologischer Vergleich der Mausmodelle mit humanen AAA

Wie bereits beschrieben handelt es sich beim Angll ApoE“ Modell um ein disseziierendes Aneurysma,
was sich histologisch bestatigen lasst (Abbildung 6A). Daneben zeigen sich jedoch weitere
Unterschiede zum PPE Modell, denn neben der Dissektion lassen sich in diesem Modell fibrotische

Veranderungen in der Media und Adventitia nachweisen. So zeigen sich, ein Untergang der glatten
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Muskelzellen (rot in der Movat Farbung) der durch eine Anreicherung von Kollagen (gelb) in der Matrix
kompensiert wird. Weiterhin zeigen sich Zeichen der Neoangiogenese durch den Nachweis vermehrter
Vasa vasora (Abbildung 6A, dicke Pfeile) im Media-Adventitia-Ubergangsbereich.

Beim PPE Modell zeigt sich typischerweise eine ausgepragte Elastolyse (Elastin, schwarz) in der Media
durch die es zu Einblutungen zwischen den glatten Muskelzellen kommt (Abbildung 6B). Ebenfalls
typisch sind massive entzindliche Infiltrationen in die intakte Adventitia als Zeichen der
inflammatorischen Antwort auf die chemisch induzierte GefaRlasion.

Zeichen einer fettigen Degeneration mit vermehrtem Adipozyten-Nachweis in der Adventitia vermissen

wir in beiden Modellen.

Abbildung 6: Histologische Unterschiede zwischen den beiden Mausmodellen anhand einer Movat-Farbung. Im
Angll ApoE”~ Modell (A) zeigt sich die Dissektion mit organisiertem Hamatom und frischen Einblutungen (diinne
Pfeile) im Bereich des falschen Lumens (oberes Detailbild). Weiterhin zeigt sich eine Reduktion der glatten
Muskelzellen (rot) sowie eine Zunahme von Kollagen (gelb) in der Matrix der Media (unteres Detailbild). Beim PPE
Modell (B) imponiert die massive Infiltration von Makrophagen und Lymphozyten in die GeféBwand (Detailbild
links). Zusétzlich 14803t sich die Elastolyse in der Media nachweisen mit Proteoglykanablagerungen (blau, Detailbild
mittig) und teils massiven Einblutung in die Media (Detailbild rechts).
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2.4.2 \Vergleich der Genexpression der Mausmodelle mit humanem infrarenalem
Aortaaneurysma

Der Vergleich der Geneexpressionsprofile von humanen Aortenaneurysmawandgewebeproben mit
gesunden Kontroll-Aortengewebe illustriert die Komplexitat der Aneurysmaerkrankung mit einer
Veranderung der Gene die Signalwege beeinflussen, die assoziiert sind mit Aspekten des angeborenen
(innate) und adaptiven Immunsystems sowie inflammatorischen Signalwegen und mit Signalwegen, die
assoziiert sind mit Zellorganisation und trafficking sowie Zellzyklus und Zelltod. Ein weiterer
interessanter Aspekt in den humanen Aneurysmawandproben war eine manifeste metabolische
Reprogrammierung mit einer relativen Herunterregulation von Genen, die in die oxidative
Phosphorylierung involviert sind sowie einer Aktivierung von glykolytischen Signalwegen.

Die Evaluation der Genexpressionsprofile des Elastase-Modells zeigten eine eindeutige
Genexpressionssignatur mit einer klaren genomischen Antwort am 7. Tag nach Elastase-Injektion und
einer fast vollstdndigen Normalisierung des Genexpressionsmusters nach 14 Tagen. Daher wurden fur
die weiteren Analysen nur die Genexpressionsveranderungen am 7. Tag nach Elastase-Infusion
berlicksichtigt. Bei der Uberpriifung der Transkripte zeigte sich eine Uberlappung von 99
hochregulierten differentiell exprimierten Transkripten und 119 herunterregulierten.

Die quantitativen Genexpressionsveranderungen fiir das Angll ApoE~- Modell sind vergleichbar mit den
Veranderungen des PPE Modells 7 Tage nach Elastase-Injektion. Es zeigte sich auch eine ahnlich
groRe Uberlappung zum humanen Aneurysma (79 hochregulierte und 100 herunterregulierte
differentiell exprimierte Transkripte).

Da sich Uber die einzelnen Gene keine Schlussfolgerung Uber die dahinterliegenden
pathophysiologischen Mechanismen treffen lasst, haben wir die Signalwege mittels einer Ingenuity
pathway analysis exploriert. Dabei zeigten sich zwar anzahlmaRig vergleichbare Ergebnisse fiir beide
Mausmodelle. Jedoch bei der genauen Analyse der aktivierten und deaktivierten Signalwege lief3en sich
doch beeindruckende Unterschiede darstellen (Abbildung 7).

Ubereinstimmende differentiell regulierte Signalwege im Angll ApoE” Modell und der klinischen
Situation fanden sich vor allem fiir die metabolische Reprogrammierung und die Aktivierung der
adaptiven Immunantwort. Gegensatzlich gerichtete Signalwege konnten wir in diesem Modell fiir die
Signalwege nachweisen, die assoziiert waren mit der eigenen (innate) Immunantwort und dem cell

trafficking, so zum Beispiel fur die Signalwege kategorisiert als ,Leukocyte Extravasation Signaling® und
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,Dendritic Cell Maturation“, welche im Angll ApoE” Modell aktiviert waren und beim humanen
Aortenaneurysma supprimiert.

Das Genexpressionsprofil im PPE Modell am 7. Tag war grof3tenteils dominiert durch die Aktivierung
von Signalwegen, welche mit der adaptiven Immunantwort assoziiert sind sowie mit der generellen
inflammatorischen Response (IL-6 und 8). Die Richtung flr die metabolische Antwort stand im klaren
Kontrast zu den Ergebnissen der Signalweg-Analyse fir die humanen Aortenaneurysmen und dem

Angll ApoE-Modell.
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2.4.3 Bedeutung der identifizierten Unterschiede

Auf dem Boden unserer Genexpressionsanalysen fir die beiden Maus-Modelle konnten wir
nachweisen, dass die genomische Antwort der beiden Maus-Modelle sehr unterschiedlich ausfallt.

Im Elastase-Modell zeigt sich hauptsachlich das Bild einer akuten immunologisch-inflammatorischen
Antwort (,Initiation-Modell“), wahrend im Angll ApoE-- Modell - vergleichbar zur humanen Situation -
chronisch inflammatorische Prozesse reflektiert werden (,Remodeling-Modell*).

Beide Modelle haben durchaus ihre Berechtigung. Anhand der von uns aufgezeigten Unterschiede auf
Genexpressionsebene und auch der histologischen Ergebnisse erscheint das Angll ApoE" Modell fiir
die praklinische Analyse von medikamentdsen Therapieansatzen zur Reduktion des chronischen
Aneurysma-Wachstums als am besten geeignet.

Das Elastase-Modell kann genutzt werden, um bestimmte pathophysiologische Prozesse (bzw. den
Einfluss bestimmter Mediatoren) zur Aufrechterhaltung (bzw. Progression) des Aneurysmawachstums

Uber einen Zeitpunkt von 1-2 Woche hinaus genauer zu analysieren.
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3. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit =zeigt wesentliche neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie des
Aortenaneurysmas, zum einen stellt die Arbeit ganz klar dar, dass es sich beim abdominellen
Aortenaneurysma um eine eigenstandige Entitdt handelt. Diese ist unabhangig von
pathophysiologischen Prozessen, die den atherosklerotischen GefaRwandveranderungen unterliegen.
Sie unterscheidet sich aber auch von anderen dilatativen Gefalveranderungen, wie dem
Poplitealarterienaneurysma durch Pathomechanismen, die wir eben nur beim Aortenaneurysma finden,
wie z.B. der fettigen Degeneration im Media-Adventitia-Ubergangsgbereich bei groRen Aneurysmen.
Es ist ebenfalls hervorzuheben, dass es sich bei dem abdominellen Aortenaneurysma um eine
Erkrankung handelt, die nicht linear verlauft, d.h. das Wachstum des Aneurysmas ist abhangig von
vielen unterschiedlichen Faktoren und gliedert sich in unterschiedliche Phasen der Erkrankung. Die
Faktoren die zur Initiierung des Aortenaneurysmas flihren, bleiben weiterhin unerkannt. Hier werden
nach wie vor exogene und endogene Inflammationsstimuli diskutiert® 54. Es kommt zur Immunantwort in
deren Rahmen sich dann tertidre lymphatische Follikel im Adventitia/Media-Bereich der Aortenwand
ansiedeln. Durch die dort lokalisierten Lymphozyten kommt es zu den beschriebenen entziindlichen
Veranderungen, wahrscheinlich steuern auch diese Lymphozyten den Abbau der Matrixstrukturen in
Media und Adventitia. In spateren Phasen der Erkrankung bis hin zur terminalen Aortenschwachung
und Ruptur Ubernehmen dann aber andere durch das Regulaturprotein HIF-1a. gesteuerte Prozesse
eine entscheidende Rolle wie Angiogenese, Adipogenese, aber auch die Transition von endothelialen
Zellen in  mesenchymale Vorlauferzellen. Mdoglicherweise sind dies  (fehlgeleitete)
Reparaturmechanismen. Im Endstadium scheint - nach den aktuellen Ergebnissen - die Inflammation
keine entscheidende regulierende Rolle mehr zu spielen, so dass sich sagen lasst, die
inflammatorischen Veranderungen gehen den dilatativen Veranderungen der Aortenwand voraus.
Hierin liegt modglicherweise auch die Ursache, dass bisherige praklinisch vielversprechende,
antiinflammatorische medikamentése Therapieansatze bei dem Versuch der Stabilisierung von
humanen Aortenaneurysmen (< 5 cm) gescheitert sind55 50 56,

Eine weitere wichtige Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die typischen entzindlichen
Veranderungen wie die Ausbildung von tertidren lymphatischen Follikeln im Bereich der
Media/Adventitia bereits auch in dem vermeintlich gesunden Aneurysmahals von Patienten mit
Aortenaneurysmen vorzufinden sind. Dies ist eine mogliche Erklarung fir das Auftreten von

Endoleckagen des Typ la nach endovaskularer Versorgung von infrarenalen Aortenaneurysmen, da die
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typischen histologischen GefaBwandveranderungen eben nicht nur auf die sacciform oder fusiform
dilatierten Regionen der Aorta beschrankt sind.

Die Arbeit weist eine Vielzahl von mdglichen neuen Angriffspunkten fur die medikamentdse Intervention
zur Vermeidung von Aortenaneurysmarupturen auf, wie z.B. den Einsatz von CTLA4-Analogika bzw.
Medikamente die gezielt gegen die Adipogenese bzw. Angiogenese gerichtet sind. Hier konnte der
Habilitand bereits mit seiner Arbeitsgruppe erste tierexperimentelle Ergebnisse vorlegen, wo ein
CXCR1/2-Antagonist appliziert wurde. CXCR1/2 ist der Rezeptor fir das proangiogene Chemokin
CXCL8. Durch Applikation des Antagonisten konnte die Aneurysmaprogression im Mausmodell
komplett verhindert werden“2.

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen konnte allerdings ebenfalls aufzeigen, dass es
bedeutende Unterschiede zwischen Mausmodellen und der humanen Situation gibt. In einer
strukturierten Aufarbeitung der Genexpressionsprofile der zwei gangigsten Aneurysmamodelle an der
Maus konnte im Vergleich zu den Genexpressionsprofilen von humanen Aortenaneurysmen gezeigt
werden, dass das PPE-Mausmodell eher ein Initiierungsmodell darstellt, wahrend das Angll ApoE---
Mausmodell die chronischen Veradnderungen auf der Genexpressions- und teilweise auch auf
histologischer Ebene besser wiederspiegelt. So zeigte sich, dass lediglich in diesem vermeintlichen
Dissektionsmodell die metabolischen Signalkaskaden inaktiviert waren. Uber die Rolle dieser
metabolischen Signalkaskaden ist aktuell nur wenig bekannt. Diese scheinen jedoch von deutlich
héherem Interesse zu sein als wir bisher vermutet haben. Mdglicherweise liegt auch darin die
Begrindung, warum Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 vor dem Auftreten von
behandlungspflichtigen infrarenalen Aortenaneurysmen geschiitzt sind: 57. Hier werden in naher
Zukunft weitere praklinische® und klinische Studien (NCT03507413, NCT01670903) liber die Rolle von
Medikamenten wie z.B. Metformin Aufschluss geben.

Zusétzlich kénnen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mdglicherweise dazu beitragen in Zukunft
eine bessere Risikostratifizierung (neben dem Maximaldiameter) bei Patienten mit AAA zu ermdglichen.
So kdnnen eventuell bestimmte Aspekte der Aneurysmaprogression auch durch eine gezielte
Diagnostik — z.B. Quantifizierung des periaortalen Fettgewebes mittels CT3® oder Neovaskularisation
mittels PET-CT®%' - dazu beitragen Risikopatienten fiir ein Rupturereignis friihzeitig zu erkennen und

eine Therapie einzuleiten.
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