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2. Zusammenfassung

Der Begriff ,Arteriosklerose” steht fir eine multifaktorielle, systemische Erkrankung des
arteriellen GefaRsystems. Sie ist eine der Hauptursachen fir die Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen und zahlt bis heute weltweit zu den haufigsten Todesursachen. Es handelt sich
dabei um einen chronisch-entziindlichen Prozess, der Uber einen langen Zeitraum unbemerkt
ablauft und mit einer zunehmenden Einengung des Gefalldlumens, sowie einem vermehrten
Integritatsverlust der GefalRwand einhergeht. Folge sind unterschiedliche Krankheitsbilder, die
als arteriosklerotisch bedingte kardiovaskulare Erkrankungen bezeichnet werden. Begriindet
in dem zunehmend progredienten Verlauf der Erkrankung und der erst spaten klinischen

Manifestation ist eine Friiherkennung im klinischen Alltag von immenser Bedeutung.

Aufgrund dessen wurde in dieser Studie die Expression von microRNAs bei unterschiedlichen
kardiovaskuldren Krankheitsbildern untersucht. Die miRNA-Forschung ist vor allem in den
letzten Jahren immer weiter in den wissenschaftlichen Fokus gerlickt. Es handelt sich bei
miRNAs um nicht-codierende RNA. Sie modulieren auf zelluldarer Ebene die Expression
genetischer  Informationen und nehmen  damit nachweislich  Einfluss  auf
Regulationsmechanismen fir Prozesse der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose und
den Stoffwechsel. Damit gilt die miRNA als wichtiger potenzieller Marker fur Therapie und zur
Uberwachung von Krankheitsverlaufen. Fiir arteriosklerotische Krankheitsbilder sind

spezifische miRNA-Profile und ihr Potential als Biomarker bis dato wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit war die Erfassung von spezifischen miRNA-Mustern und/oder spezifischen
miRNAs als Biomarker fur durch Arteriosklerose hervorgerufene Krankheiten. Zusétzlich wurde
nach einem erkennbaren Zusammenhang zwischen der miRNA-Exprimierung und der

erhobenen kardiovaskuléaren Risikofaktoren gesucht.
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Folgende vier Krankheitsbilder =~ wurden in dieser Studie eingeschlossen:
Bauchaortenaneurysma (n = 35), koronare Herzerkrankung (n = 35), Karotisstenose (n = 28)
und die periphere, arterielle Verschlusskrankheit (n = 36). Zusatzlichen wurden 32 gesunde

Patienten fir eine Kontrollgruppe rekrutiert.

Zur Studienaufnahme erfolgte neben einem Anamnesegesprach zur Erfassung des
kardiovaskularen Risikoprofils eine ausfiihrliche Aufklarung der Patienten und abschliel3end
eine vendse Blutentnahme. Die Isolation der miRNAs erfolgte aus den Serumproben der
Patienten. Die Aufbereitung und Extraktion der miRNAs erfolgte in bereits erfolgreich

etablierten Arbeitsmethoden und —schritten.

Gruppenibergreifend konnten beim Vergleich der Expressionsmuster zwischen den
Patientengruppen und der Kontrollgruppe 27 unterschiedlich regulierte miRNAs mit einem
signifikanten Expressionsunterschied gefunden werden. Besonders auffillig war die
veranderte Expression der beiden miRNAs hsa-miR-193a-5p und hsa-miR-320d. Beide
miRNAs waren in allen vier untersuchten arteriosklerotischen Erkrankungsgruppen im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant verdndert exprimiert. Mittels
Uberlappungsanalyse konnten zudem krankheitsspezifische miRNAs identifiziert werden. Es
zeigt sich, dass die miRNAs miR-122-5p, miR-2110 und miR-483-5p ausschliel3lich bei
Patienten mit einem abdominellen Aneurysma vorkommen. Die miRNAs miR-335-3p, miR-
381-3p, miR-493-5p und miR-654-3p wurden spezifisch bei Patienten mit eine Carotisstenose
und die miRNAs miR-370-3p und miR-409-3p bei Patienten mit einer KHK gefunden. Des
Weiteren konnte festgestellt werden, dass die miRNAs miR-199a-5p, miR-215-5p, miR-3168,

miR-582-3p und miR-769-5p ausschlielllich bei Patienten mit einer pAVK vorhanden sind.

Die Literaturrecherche zu den detektierten spezifischen miRNAs hat gezeigt, dass einige dieser
miRNAs bereits in anderen Studien mit Arteriosklerose in Zusammenhang gebracht werden

konnten. Dies unterstreicht die Validitdt der Ergebnisse. Entgegen den Erwartungen hat der
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Vergleich der anamnestisch erhobenen Populationsmerkmalen, dem arteriosklerotischen

Risikoprofil und der vorliegenden miRNA-Expression keine neuen Aufschllisse erbracht.

Dabei wurden sowohl einzelne arteriosklerotisch relevante Risikofaktoren (gemafl der
PROCRAM-Studie), als auch das Auftreten von Populationsmerkmalen und Risikofaktoren im
Cluster untersucht, da bekanntlich vor allem das gemeinsame Auftreten der Risikofaktoren als

Cluster das Risiko fiir arteriosklerotische Prozesse potenziert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit gruppenspezifische
miRNAs detektiert werden konnten. In weiterfiihrenden Analysen gilt es nun die Relevanz und
den Einfluss der detektierten miRNAs auf die biologischen Prozesse im Rahmen der
Arteriosklerose zu untersuchen und zu verstehen. Die miRNA-Forschung fir das
Krankheitsbild der Arteriosklerose kann die Basis fir die Entwicklung eines neuen,
diagnostischem Testverfahrens zur individuellen Risikoabschatzung fiir die Entwicklung von
Arteriosklerose sein. Bis so ein Verfahren entwickelt werden kann, bedarf es jedoch noch
weiterer Erkenntnisse im Bereich der miRNA-Forschung im Zusammenhang mit dem

Krankheitsbild der Arteriosklerose.
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3. Abstract

Atherosclerosis is a multifactorial, systemic disease of the arterial system and a leading cause
of cardiovascular diseases worldwide. It progresses silently over time, characterized by
inflammation, narrowing of blood vessels, and weakening of the vessel walls, ultimately leading
to various clinical conditions. Early detection is crucial for effective management. This study
investigates the expression of microRNAs (miRNAs), non-coding RNA molecules that regulate
gene expression and influence cellular processes, as potential biomarkers for atherosclerosis-
related diseases. Serum samples from patients with abdominal aortic aneurysm, coronary
artery disease, carotid stenosis, and peripheral arterial disease, alongside healthy controls,
were analyzed. Twenty-seven miRNAs showed significant differential expression between
patient and control groups, with specific miRNAs associated with particular diseases. Notably,
some of these miRNAs have been previously linked to atherosclerosis, supporting their
relevance. No correlation was found between miRNA expression and traditional risk factors.
These findings suggest that disease-specific miRNA profiles could serve as novel biomarkers
for early diagnosis and risk assessment, warranting further research into their biological roles

and clinical applications.
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7. Einleitung

7.1 Arteriosklerose & Atherosklerose — eine kurze Definition

Haufig werden vor allem im klinischen Alltag die Begriffe der Arteriosklerose und
Atherosklerose gleichgesetzt. Deswegen ist es zunachst einmal wichtig, die Begriffe klar

voneinander zu trennen und das Erkrankungsbild der Arteriosklerose genauer zu betrachten.

Das Wort , Arteriosklerose” beschreibt allgemein gesprochen die generelle Verhartung bzw.
Versteifung von arteriellen Geféalen. Ausldser ist dabei ein Elastizitédtsverlust der Gefale,
welcher durch den Ablauf verschiedener, pathobiologischer Prozesse bedingt ist. Damit ist der
Begriff ,,Arteriosklerose” in erster Linie ein Sammelbegriff flir eine Gruppe von Erkrankungen

arteriellen GefaRsystems. '

Man unterscheidet auf pathologischer Ebene die Mediaverkalkung vom Typ Monckeberg
(,Mdnckeberg-Sklerose®), die Arteriolosklerose und eben die Atherosklerose. Letztere ist am
haufigsten anzutreffen und hat von den genannten Erkrankungsbildern die grof3te klinische

Bedeutung. '

Bei der Mediasklerose nach Monckeberg handelt es sich vor allem um Kalkablagerungen in
der mittleren Wandschicht der Gefalze — der Tunica media. Dabei ist die GréRe der betroffenen
Gefalle nicht ausschlaggebend fiir den Befall und es kénnen sowohl kleinere Gefalle und
Arteriolen als auch gréRere Arterien betroffen sein. Die hier zugrunde liegenden
pathophysiologischen Mechanismen sind noch nicht vollstdndig erschlossen. Allerdings
spielen das gemeinsame Auftreten von Hypokalziamie, Hyperphosphatdmie und eine

verminderte Parathormon-Aktivitat eine wichtige Rolle. 2

Bei der Arteriolosklerose handelt es sich um eine Verdickung kleinerer Arterien und
Arteriolen. Histopathologisch lassen sich zwei Formen unterscheiden - die hyaline

Arteriolosklerose und die hyperplastische Arteriolosklerose. 3
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Die Atherosklerose ist eine sich langsam entwickelnde, chronisch-entztindlich fortschreitende
Erkrankung der innersten Schicht des GefaRsystems — der Intima. Betroffen sind dabei vor
allem mittlere und groRRe arterielle GefalRe. Es kommt zu einer Verdickung der Intima durch
fibrése Einlagerungen. Wichtige pathologische Faktoren sind dabei Endothelschaden bedingt
durch Infiltration von Entziindungszellen, Zellproliferationen und Apoptose. Folglich kommt es
zu einer zunehmenden Einengung des Gefalllumens oder zu einem wachsenden
Integritatsverlust der Gefallwand. Hierdurch steigt die Gefahr fir eine Thrombusbildung oder
fur Gefallwandschaden mit vermehrter Blutungsneigung wie beispielweise bei Aneurysmen.
Atherosklerose verlauft typischerweise lber einen langen Zeitraum vollkommen symptomfrei.
Mit zunehmender Progression kommt es meist erst nach einigen Jahren zu den klassischen
Folgeerkrankungen, die man unter dem Begriff atherosklerotisch bedingte Erkrankungen

zusammenfasst. *

Vor allem in den westlichen Industrienationen sind kardiovaskuldre Erkrankungen flr einen
GroRteil aller Todesfalle verantwortlich. ® Uber die Ursachen wird bis heute trotz intensiver
Forschungen ausgiebig diskutiert. Derzeit wird davon ausgegangen, dass eine Vielzahl
unterschiedlicher Prozesse und Faktoren einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung und den
Krankheitsverlauf haben. Die PROCRAM-Studie benennt dabei folgende wichtige

kardiovaskuldre Risikofaktoren: 8

e Maénnliches Geschlecht

e Hoheres Lebensalter

e Hohe LDL-Cholesterin-Konzentrationen im Blut
e Tabakrauchen

e Erniedrigtes HDL-Cholesterin im Blut

e Arterielle Hypertonie

e Positive Familienanamnese fir arteriosklerotische Erkrankungen

Weitere Risikofaktoren:
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o Erhdhte Lipoprotein-A-Konzentrationen im Blut

e Ubergewicht / erhhtes Taille-Hiift-Verhaltnis

e Ungesunder Lebensstil / Energie- und fettreiche Ernahrung
e Stress

o Konstitutionelle Faktoren (z.B. Depression)

o Umweltfaktoren (z.B. nachtlicher Larm, Feinstaubbelastungen)

Die Kombination der oben benannten Risikofaktoren spielt im klinischen Alltag eine wichtige
Rolle. Eine typische Haufung spezieller Risikofaktoren wird heute als ,,metabolisches Syndrom*

bezeichnet. ’
Dazu gehoren:

e Abdominelle Fettleibigkeit

o Arterielle Hypertonie

o Fettstoffwechselstérung mit Hypertriglyzeridamie
e Erniedrigtes HDL-Cholesterin

e Insulinresistenz bzw. gestérte Glucosetoleranz
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7.2 Epidemiologie & Manifestation der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose zahlt bis heute zu den haufigsten Todesursachen. Vor allem ischamische
Erkrankungen des Herzens (KHK, Herzinfarkt) sind fiir 16% aller weltweiten Todesfélle
verantwortlich. Seit dem Jahr 2000 verzeichnete die WHO (World Health Organisation) dabei

einen stetigen Anstieg der Todeszahlen durch kardiovaskulare Erkrankungen. 2

Eine Umfrage mit tber 3,6 Millionen Probanden aus den USA belegte, dass arteriosklerotisch
bedingte Veranderungen mit steigendem Lebensalter zunehmen. Auch in dieser bezog man
sich auf drei haufige arteriosklerotisch bedingte Erkrankungsbilder: die pAVK (periphere
arterielle Verschlusskrankheit), die Karotisstenose und das Bauchaortenaneurysma. Aus der
Umfrage resultierte eine Pravalenz von einem der drei Erkrankungsbilder unter allen
Teilnehmern von etwa 2% bei den 40- bis 50-Jahrigen, 3,5% bei den 51- bis 60-Jahrigen, 7,1%
bei den 61- bis 70-Jahrigen, 13% bei den 71- bis 80-Jahrigen und 22,3% bei den 81- bis 90-

Jahrigen. °

Arteriosklerose entwickelt sich Uber Jahrzehnte und verlauft Gber einen langen Zeitraum
symptomlos. Durch das langsame Voranschreiten der Erkrankung kommt es erst nach Jahren
zu einer klinischen Manifestation, bedingt durch eine Minderperfusion im betroffenen
Versorgungsgebiet. Das Auftreten, sowie der Grad der Auspragung der Symptome hangt
dabei von der Lokalitat und der Grofde der daflir verantwortlichen Plaques ab. Eine Ruptur oder
ein Abriss dieser Plaques fiihrt zur Ausbildung von Aneurysmen und durch den Transport der
Plaques Uber die Blutbahn zu arteriellen Thrombosen in anderen Organen (Herzinfarkt,
Niereninfarkt, Mesenterialinfarkt). Bei arteriosklerotischen Veranderungen an mittelgro3en und
kleineren muskularen Gefalien treten vor allem hamodynamisch relevante Einengungen der
Gefallumina auf, die zu der entsprechenden Klinik der typischen Erkrankungsbilder bei den

Patienten fuhren. °
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Zu den haufigsten arteriosklerotisch bedingten Erkrankungen gehéren die koronare
Herzkrankheit (KHK), die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), das
Bauchaortenaneurysma (BAA) und die Arteriosklerose der Halsschlagader (Karotisstenose)

und der hirnversorgenden Arterien. *

Eine Lumeneinengung in den Herzkranzgefalien flhrt zu einer koronaren Herzerkrankung, bei
einem akuten Verschluss spricht man von einem Herzinfarkt. Leistungsminderung,
Kurzatmigkeit, pectangindse Beschwerden bis hin zu starken retrosternalen Schmerzen sind

typische Krankheitszeichen.

Unter dem Krankheitsbild periphere arterielle Verschlusskrankheit versteht man eine
fortschreitende Stenosierung bis hin zu einer Okklusion der arteriellen Beingeféal3e und
seltener auch der Armgefal3e. Dies fuhrt zu einer Minderperfusion unterhalb der Engstelle in
der betroffenen Extremitdt und einhergehend mit Funktionsverlusten, Zelluntergang und

starken Schmerzen. '?

Die Karotisstenose beschreibt eine zunehmende Einengung der Arteria carotis communis oder
einer ihrer Abgange (Arteria carotis interna; Arteria carotis externa). Typische Symptome sind
transitorische ischamische Attacken (TIA), Amaurosis fugax bis hin zu einem akuten

Schlaganfall. ™

Stérungen der GefaBwandintegritat dufern sich zumeist in der Ausbildung von Aneurysmen

oder Dissektionen. Eine haufige Lokalisation fur die Ausbildung von Aneurysmen ist die Aorta.

14
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7.3 Pathogenese der Arteriosklerose

Die Krankheitsentstehung ist ein multifaktorieller Prozess. Zentraler Punkt ist die Ausbildung
intimaler Lasionen, die man als Atherom oder atherotische Plaques bezeichnet. Diese
sogenannten Atherome beeinflussen die Strdomungsverhaltnisse im GefalRsystem. Sie flihren
zu Obstruktionen und durch Plaquerupturen zu arteriellen Thrombosen. Zudem wird durch
eine Schwachung der anderen Gefallwandschichten die Ausbildung von Aneurysmen und

Dissektionen begunstigt. *

Die ,Response-to-injury“-Hypothese des amerikanischen Arterioskleroseforschers Russel
Ross aus dem Jahr 1976 ist bis heute ein allgemein akzeptiertes Modell der Atherogenese. Die
Theorie basiert auf einem Zusammenspiel von endothelialer Dysfunktion und anhaltender

Entziindungs- und Reparaturprozesse. °
Endotheliale Dysfunktion

Ein wichtiger Faktor ist die Verminderung des laminaren Blutflusses. Die innerste Schicht der
Blutgefalle ist mit Endothelzellen ausgekleidet. Ein gleichmaliger Fluss (auch laminarer
Blutfluss genannt) (bt eine Kraft auf die Gefale aus, die man als Schubspannung bezeichnet.
Diese Kraft wird von den Endothelzellen wahrgenommen. Als Reaktion auf diese

Schubspannung beginnen Endothelzellen Stickstoffmonooxid (NO) zu produzieren. '

Die lokale NO-Ausschittung hat dabei gleich mehrere positive Effekte und wirkt unter

physiologischen Bedingungen dem Prozess der Atherosklerose entgegen:

e Wachstumshemmung der GefaBmuskulatur
e Lokale Weitstellung der Gefalie
e Hemmung der Anlagerung von Thrombozyten und Immunzellen an der GefaRwand

e Hemmung der Oxidation von LDL in der Intima
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Besonders gefahrdet und deshalb auch haufig betroffen sind Gefallabgange und Bifurkationen.
Hier kommt es bereits unter physiologischen Bedingungen zu turbulenten
Stréomungsverhéltnissen (siehe Abbildung 1). Nach Ausbildung von atherosklerotischen
Plaques in eben diesen Bereichen sind die endothelschadigenden Strémungsverhéltnisse
noch starker ausgepragt. Die lange andauernde und chronische Belastung fuhrt zu einer
endothelialen Dysfunktion. Klassische Risikofaktoren fir den Funktionsverlust sind
Hypercholesterindmie, Hypertonie, Rauchen und Diabetes mellitus. Es kommt zur Einleitung
proinflammatorischer Signalwege durch die Endothelzellen. Dies geht einher mit erhéhter
Permeabilitat fiir Lipoproteine und anderen Plasmabestandteilen. Des Weiteren kommt es zu
einer vermehrten Ausschittung von Chemokinen. Die NO-Produktion und -Ausschittung ist

zunehmend vermindertet und der beschriebene lokale Schutz verfallt. ©
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Abbildung 1 - Schematische Darstellung der physiologischen (oben) und pathologischen (unten)

Stromungsverhaltnisse sowie vier wichtige Risikofaktoren fiir die Ausbildung von Arteriosklerose. 7
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Ansammlung und Einwanderung von Lipoproteinen

Durch eine Hyperlipidamie, allen voran eine Hypercholesterinamie, kommt es Uber die Zeit zur
intimalen Akkumulation von Lipoproteinen. Durch freie Sauerstoffradikale und Makrophagen
werden diese Lipoproteine zu sogenannten ,Schaumzellen“ oxidiert. In der Arterienwand ist
die Ansammlung von Schaumzellen makroskopisch als gelber Fleck erkennbar — man spricht

auch von ,fatty streaks”. '°

Adhésion von Thrombozyten und Monozyten am Endothel
Bedingt durch die endotheliale Dysfunktion kommt es im Verlauf zur vermehrten Adhasion von
Thrombozyten und zu dessen Einwanderung in die Intima. Das 16st eine Reaktion aus, bei der

vermehrt Chemokine und Zytokine ausgeschittet werden.

Zusétzlich adharieren Monozyten am Endothel. Auch sie wandern in die innerste Gefalischicht
ein. Dort differenzieren sie sich zu Makrophagen, die wiederum durch Zytokinausschittung

eine fortflhrende Monozytenrekrutierung indizieren. '

Proliferation von glatten Muskelzellen

Angetrieben durch die Ausschiittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wird die Migration
und Proliferation von glatten Muskelzellen stimuliert. Diese stammen entweder direkt aus der
Media, der mittleren GefaRschicht, oder aber aus im Blut zirkulierenden Zellen. Sie sind
zusammen mit sich anlagernden Matrixproteinen (Kollagene und Proteoglykane) maf3geblich

an der Entstehung eines Atheroms beteiligt. '®

Durch die entstandenen Schaumzellen wird die Ausschittung von Zytokinen zuséatzlich
gefordert. Die Rekrutierung weiterer proinflammatorischer Zellen ist die Folge. Es kommt zur

Aufrechterhaltung einer lokalen Entziindungsreaktion. '

Der hier beschriebene Kreislauf aus chronischer Inflammation mit dauerhafter Einwanderung
von Immunzellen, der Schaumzellbildung und der Anlagerung von Kollagenen fihrt zur

Ausbildung des Atheroms.
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Das in seinem Kern befindliche nekrotische Material aus Cholesterin und totem Zellgewebe ist
zunachst von einer fibrésen Kappe umgeben. Mit der Ruptur dieser Schutzhille kommt es zur
Ausschwemmung des nekrotischen Materials in das vaskuldre System. Die direkte Folge sind
Gefallverschlisse im Rahmen von kardiovaskularen Ereignissen und daraus resultierender

Ischamie.
7.4 Periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)

Das Erkrankungsbild der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) beschreibt eine
gestorte Durchblutung in den Extremitaten, entweder bedingt durch einen unvollstandigen
Verschluss (Stenose) oder einen vollstdndigen Verschluss (Okklusion) einer peripheren
Arterie. Zumeist ist dabei die untere Extremitat betroffen, nur selten treten symptomatische
Veranderung der oberen Extremitat auf. In mehr als 95% der Félle liegt die Ursache dabei in
der Arteriosklerose. Andere Ursachen wie beispielweise Vaskulitiden, traumatische
Gefalverletzungen oder Durchblutungsstérungen im Rahmen eines Kompressionssyndroms
sollten hier dennoch immer ausgeschlossen werden. Die Pravalenz der pAVK in der deutschen
Allgemeinbevdlkerung liegt bei etwa 5-10%. Bei Personen tber 70 Jahren liegt die Pravalenz

sogar zwischen 15-20%. 2

Leitsymptom der pAVK ist der belastungsabhangige Ischdmieschmerz distal einer
vorliegenden Stenose. Man spricht auch von der Schaufensterkrankheit (,,Claudicatio
intermittens®). Symptome wie blasse und kuhle Extremitdten oder eine verzbgerte
Wundheilung kénnen erste Anzeichen fir eine pAVK sein. Dabei wird das Ausmal® der
Symptomatik von der Lokalisierung der Engstelle, vom Stenosegrad und der Ausbildung von

Kollateralkreislaufen beeinflusst. '3,

Die Einteilung des Schweregrads der pAVK erfolgt klinisch anhand des Auftretens der
Claudicatio-Beschwerden und auftretenden trophischen Stérungen in Stadien nach Fontaine

oder Rutherford.
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Wahrend im deutschsprachigen Raum vor allem die Verwendung der Fontaine-Stadien

bevorzugt wird, ist die Rutherford-Klassifikation eher in englischsprachigen Landern verbreitet.

19

Stadium | Geringe Engstellen — Beschwerdefreiheit.

Stadium lla Belastungsschmerz; schmerzfreie Gehstrecke > 200 m

Stadium Ilb Belastungsschmerz; schmerzfrei Gehstrecke < 200m
Stadium Il Ischamischer Ruheschmerz
Stadium IV Nekrosen/Gangran/Ulcera

Tabelle 1 — Stadieneinteilung der pAVK nach Fontaine.
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7.5 Die koronare Herzerkrankung (KHK)

Die Manifestation der Arteriosklerose in den Koronararterien wird als koronare Herzerkrankung
(KHK) bezeichnet und stellt bis heute mit einer Lebenszeitpravalenz von 9-10% bei den 40-79-
Jahrigen in Deutschland eine der gréfdten Volkskrankheiten und die weltweit haufigste
Todesursache dar. % Sie fiihrt durch Verlust der Elastizitat der GefaBe und progredienter
Lumeneinengungen zu einer Minderperfusion des Myokards mit einer daraus resultierenden
Sauerstoffunterversorgung des myokardialen Gewebes. Eine Einteilung erfolgt tiblicherweise
anhand der befallenen Stromgebiete: Ramus interventricularis anterior (RIVA), Rames

circumflexus (RCX) und der Arteria coronaria dextra (RCA).

Je nach Anzahl der betroffenen GefalRe wird von einer Ein-GefaR-Erkrankungen, einer Zwei-
Gefal-Erkrankungen oder einer Drei-Gefal3-Erkrankung gesprochen. Ist der GefalRbereich vor
der Aufteilung in RIVA und RCX betroffen, spricht man von einer Hauptstammstenose — einer

Lumeneinengung der Arteria coronaria sinistra. %'

Das Leitsymptom der KHK ist die Angina pectoris. Sie ist definiert als anfallsartig auftretender
Schmerz und/oder Enge mit Druckgefiihl — am haufigsten retrosternal lokalisiert. Ebenfalls
haufig beschrieben sind Ausstrahlungen der Schmerzen in den linken Arm, in den Halsbereich,
in den Ricken oder in den Oberbauch. Typischerweise treten die Symptome unter Belastung
auf. Diese kann sowohl kérperlich als auch psychisch sein. In der Regel sind die Beschwerden
selbstlimitierend oder lassen nach Gabe eines Nitroglycerinpraparats nach. In diesem Fall
spricht man von einer ,stabilen Angina pectoris“. Ein Nicht-ansprechen auf die
Medikamentengabe, persistierende Beschwerden tiber mehr als 20 Minuten oder auftretende
Symptome aus koérperlicher Ruhe werden als ,instabile Angina pectoris® bezeichnet. Die
instabile Angina pectoris zahlt bereits mit zum Krankheitsbild des akuten Koronarsyndroms.

Eine Einteilung erfolgt dabei nach der ,,Canadien Cardiovascular Society* (CCS). 1,9,
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7.6 Die Karotisstenose

Arteriosklerotische Veranderungen in den extrakraniellen Anteilen der Arteria carotis die mit
Lumeneinengungen des Gefiales einhergehen bezeichnet man als Karotisstenose. Etwa 20%
aller zerebralen Ischamien gehen auf Stenosen oder Verschlisse der Halsschlagader zurtick.
2223 Die Pravalenz von arteriosklerotisch bedingten, extrakraniellen Karotisstenosen steigt vor
allem ab dem 65. Lebensjahr deutlich an. Dabei ist das méannliche Geschlecht nahezu doppelt
so haufig betroffen. 2* Weitere Risikofaktoren sind Bluthochdruck, Diabetes mellitus und ein
Nikotinabusus. Vor allem in Kombination der genannten Risikofaktoren kommt das
Krankheitsbild zwei- bis dreimal so haufig vor. % Folge ist eine durch die Stenose bedingte
Minderperfusion im nachfolgenden Stromgebiet. Bei einsetzender Symptomatik spricht man
von einer symptomatischen Karotisstenose. Dabei handelt es sich entweder um einen
Schlaganfall oder eine kurze, haufig reversible Attacke, auch TIA (transitorische ischamische
Attacke) genannt. Typische Symptome sind eine retinale Ischamie (,Amaurosis fugax“),
einseitige motorische oder sensible Funktionseinschrankungen, sowie Sprach- und
Sprechstérungen. Untypisch hingehen sind Schwindel, Doppelbilder, Gedachtnisstérungen
und Kopfschmerzen. " Ein wichtiger Schritt im Rahmen der Diagnostik besteht in der
Untersuchung des Blutflusses mittels einer Dopplersonografie oder einer farbkodierten
Duplex-Ultraschalluntersuchung. Erganzend kann eine Angiografie mittels CT oder MRT
durchgefihrt werden. An erster Stelle eines Therapiekonzepts steht die Reduktion
kardiovaskuldrer Risikofaktoren, um ein Fortschreiten der Stenose zu verhindern. ' Der
Therapiestandard bei symptomatischen Patienten ist die Thrombendarteriektomie (TEA).
Dabei werden die arteriosklerotischen Gefaliveranderungen ausgeschélt und mit einem
Kunststoffpatch vernaht. Beides tragt zur GeféalRerweiterung bei. Eine andere Therapieoption
ist die perkutane Angioplastie (PTA). Dazu wird ein Ballonkatheter in das betroffene Gefald

eingebracht, um die Engstelle zu erweitern und mit Hilfe eines Stents offen zu halten. '
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7.7 Bauchaortenaneurysma

Als Bauchaortenaneurysma wird eine pathologische Aussackung der abdominellen aortalen
Gefallwand bezeichnet. Von einem Aneurysma spricht man generell ab einer 1,5-fachen
VergroRerung des physiologischen GefalRdurchmessers. Das entspricht einem Wert ab drei
Zentimetern. Allerdings gilt es an diesem Punkt zu bedenken, dass der abdominelle
Aortendurchmesser in Abhangigkeit von Alter, KorpergrofRe und Geschlecht variiert. ' Manner
sind haufiger betroffen als Frauen — dafir weisen Frauen ein deutlich erhdhtes Risiko fir eine
Ruptur auf. Etwa 3-4% der Bevdlkerung >50 Jahre sind von einem abdominellen
Aortenaneurysma betroffen. Die Pravalenz steigt mit zunehmendem Lebensalter. 262" Als
klassische Risikofaktoren gelten dabei eine familidre Disposition, Nikotinabusus und arterielle
Hypertonie. Vor allem das Rauchen z&hlt hier zu einem wichtigen beeinflussbaren Risikofaktor

in Bezug auf das Aneurysmawachstum und das Rupturrisiko. %

In den meisten Fallen ist ein Aortenaneurysma asymptomatisch und wird nicht selten als
Zufallsbefund im Rahmen von Check-up-Untersuchungen in der hausarztlichen Versorgung
entdeckt. Kommt es zur Ruptur, nimmt die Erkrankung nicht selten einen tédlichen Verlauf —

Uber 60% der Patienten versterben noch vor Erreichen eines Krankenhauses. %°

Klinische Anzeichen sind schwer zu benennen und sind stark von Lokalisation und Auspragung
der GefalRveranderung abhangig. Typische Symptome kdnnen diffuse, unspezifische Bauch-
oder Rickenschmerzen oder ein schlecht tastbarer, unterschiedlich starker Puls der
Femoralarterien sein. In manchen Féllen lasst sich im Rahmen der kérperlichen Untersuchung

ein pulsierender Tumor als Anzeichen flr die Aussackung im Bauchraum tasten. #
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7.8 RNA

Im menschlichen Organismus sind alle genetischen Informationen in Form von Nukleinsauren
gespeichert. Man unterscheidet grundlegend zwei lineare Polymere: Die DNA
(Desoxyribonukleinsdure, ,deoxyribonucleic acid“) und die RNA (Ribonukleinsaure,
sribonucleic acid®). Sie bestehen aus vielen einzelnen Nukleotidbausteinen. Jeder Baustein
besteht wieder aus einem Zucker — Desoxyribose bei der DNA und Ribose bei der RNA — einem
Phosphatrest und einer von vier unterschiedlichen Basen: Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin. Bei der RNA steht an der Stelle von Thymin die Base Uracil. [31] Des Weiteren liegt
die RNA im Gegensatz zur doppelstrangigen DNA in der Regel als einzelstrangiges
Polynukleotid vor. Die Basen der RNA kénnen zudem verschiedene Modifikationen aufweisen
(z.B. anhéngende Methylgruppen). Dadurch werden die Variationsmdglichkeiten der

chemischen und physikalischen Eigenschaften der RNA-Molekiile um ein Vielfaches erhoht. °

Die RNA-Synthese, aus der sich im Zellkern befindlichen DNA erfolgt durch einen Prozess, den
man Transkription nennt. Das dabei entstandene Endprodukt ist ein zum DNA-Strang
komplementéares und in der Regel einzelstrangiges RNA-Molekul. Dieser RNA-Strang wird
auch messenger-RNA (mRNA) genannt und bildet mit seiner spezifischen Basenreihenfolge
die Vorlage flr die Proteinbiosynthese, bei der aus verschiedenen Aminosauren kdrpereigene
Proteine aufgebaut werden. Dieser Prozess wird Translation genannt. RNA-Molekile, die als
Bauvorlage flr korpereigene Proteinen dienen, nennt man deswegen auch codierende RNA.
Diese unterscheidet man von den nicht-codierenden RNAs. Diese sind zwar an der
Proteinbiosynthese beteiligt, dienen jedoch nicht als Bauvorlage flr ein kérpereigenes Protein.
Je nach Struktur und Funktion kénnen nicht-codierende RNAs in verschiedene Subtypen
unterteilt werden. Sie sind an der Genexpression als Informationstrager, Strukturkomponente,
Adapter, Regulatoren und Katalysatoren beteiligt. Die haufigsten und wohl bekanntesten
Subtypen der nicht-codierenden RNA sind zum einen die ribosomale RNA (rRNA) und zum

anderen die transfer-RNA (tRNA). Die ribosomale RNA und die transfer-RNA stellen wichtige
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Bestandteile flir den Ablauf der Proteinbiosynthese dar. [31] Darlber hinaus gibt es noch
weitere nicht-codierende RNA-Typen, die lediglich regulatorische Einflisse auf die

Proteinherstellung besitzen. Dazu gehdrt unter anderem die microRNA (miRNA).
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7.9 Micro-RNA (miRNA)

Die erste microRNA wurde vor mehr als 20 Jahren entdeckt. Damit wurde eine neue Ara in der
Mikrobiologie eingeladutet. Bis heute sind mehr als 2000 miRNAs des Menschen entdeckt
worden. Da sie seit der Entdeckung mit vielen Krankheiten in Verbindung gebracht werden
konnten, sind sie ein interessantes Forschungsfeld in der klinischen Diagnostik und ein
wichtiger Marker fur Therapieansatze und Krankheitsverlaufe. 3! Eine miRNA gehort zur Familie
der nicht-codierenden RNA und besteht aus einer Kette von etwa 17-25 Nukleotiden. Sie
modulieren auf zellularer Ebene die Expression genetischer Informationen und nehmen damit
nachweislich einen entscheidenden Einfluss auf Regulationsmechanismen flir Prozesse der
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose und den Stoffwechsel. %2> Nach Bindung an
der passenden Ziel-mRNA kommt es zur Hemmung der Proteinproduktion, indem die Stabilitat
der Ziel-mRNA beeinflusst oder aber der Translationsprozess herunterreguliert wird. Dabei
kann eine einzige mMiRNA eine Vielzahl verschiedener Prozesse innerhalb der Zelle
beeinflussen. 34 Die physiologischen Funktionen von miRNAs koénnen in verschiedenen
Zellen und Geweben véllig unterschiedlich sein. 3 Dabei findet man miRNAs sowohl im Zytosol
innerhalb der Zelle, verpackt in extrazellularen Vesikel (ECV) oder in proteingebundener Form

(z.B. an Lipidmolekiile) im Blutkreislauf. %

Die Herstellung der Oligonukleotide erfolgt aus einem Vorlaufer, den man primare miRNA
nennt (pri-miRNA). Als Grundbaustein fur die pri-miRNA dienen dabei miRNA-kodierend Gene.
Diese werden auch als ,nicht-codierende“-Gene bezeichnet, da deren einziges Produkt eine
miRNA darstellt. Es gibt allerdings auch Ausnahmen, bei denen sich der miRNA-Code in einem
Intron oder einem nicht-translatierbaren Bereich (untranslated region, UTR) eines kodierenden
Gens befindet. *' Die meisten miRNAs entstehen durch Transkription des miRNA-Gens durch
die RNA-Polymerase Il. Die entstandene pri-miRNA besitzt ein wichtiges Merkmal: eine
Haarnadelstruktur. Durch das Enzym DROSHA wird die pri-miRNA noch im Zellkern in kleinere,

kurzere Einzelstrange geschnitten. Diese neu gebildeten Oligonukleotide nennt man Vorlaufer-
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miRNA (precursor miRNA, pre-miRNA), wobei die haarnadelartige Struktur erhalten bleibt. Ein
Strang dieser doppelstrangigen pre-miRNA bildet dabei der Grundlage fir die reife miRNA.
Uber das spezielle Transportprotein Exportin-5 wird GTP-abhéngig die pre-miRNA aus dem
Zellkern herausgeschleust. 342¢ Im Zellplasma erfolgen nun die letzten Schritte zur Herstellung
der miRNA. Die Haarnadelstruktur der pre-miRNA wird durch das Enzym DICER in zwei
Einzelstrdnge gespalten. Diese sind in der Regel zwischen 17-25 Nukleotide lang und kénnen
je nach miRNA in ihrer Lange variieren. Die beiden entstandenen Strange werden durch den
RNA-Induced-Silencing-Complex (RISC) gebunden. Der eine Strang bildet die reife miRNA
(mature miRNA). Der zweite Strang wird durch den RISC abgebaut. Fir den Abbau des
zweiten, sogenannten ,,Star“-Stranges ist die enzymatische Aktivitat des Argonautproteins 2
AGO 2) verantwortlich. Das AGO 2 ist einer der wenigen Bestandteile des RISC-
Proteinkomplexes, der bis heute bekannt ist. Gleichzeitig wird durch das AGO 2 die reife
miRNA gebunden. Erst nach Bindung der reifen miRNA beginnt es mit der Suche nach einer

passenden Ziel-mRNA. *'

Es gibt allerdings miRNAs im menschlichen Organismus die einen anderen Prozessierungsweg
haben. Diese miRNAs werden deswegen auch als miRNAs der Mirtron-Klasse bezeichnet. Es
handelt sich dabei um miRNAs, deren Gene fiir die Kodierung an Ubergéngen zwischen Introns
und Exons zu finden sind. Damit umgehen sie den Produktionsschritt durch das Enzym
DROSHA. Sie werden durch verschieden SpleiRosomen noch im Zellkern herausgeschnitten.
Die nachfolgenden Bearbeitungsschritte durch die Proteinkomplexe RISC & DICER bleiben

gleich.

Die Bindung einer reifen miRNA erfolgt Gber das als ,,Seed“- oder ,,Core“-Region bezeichnete
5’Ende. Diese muss dabei komplementédr zur Ziel-mRNA sein, da nur so ein perfektes
Andocken des RISC-miRNA-Komplexes mdglich ist. Das Gegenstick der Seed- bzw. Core-

Region auf der miRNA wird als ,,miRNA Recognition Element” (MRE) bezeichnet.
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Abbildung 2 - Dargestellt ist hier der Prozessweg bei der Herstellung einer miRNA. Aus der durch Transkription
entstandenen pri-miRNA wird durch das Enzym DROSHA eine haarnadelartige Struktur herausgeschnitten. Es entsteht
die Vorlaufer-miRNA. Nach dem Transport aus dem Zellkern in das Zytoplasma erfolgte die Aufteilung der Vorlaufer-
miRNA in zwei Einzelstrange durch das Enzym DICER. Beide Strange werden durch den RISC gebunden, wobei ein
Strang als reife miRNA fungiert und der zweite Strang abgebaut wird. 3

Es befindet sich in den allermeisten Fallen in dem untranslatierten Bereich am 3’Ende der Ziel-
mRNA. Nur im Falle einer vollstandigen Ubereinstimmung zwischen der Seed- und der MRE-
Region erfolgt eine Reaktion an der Ziel-mRNA. 3 Sollte keine Ubereinstimmung vorliegen,
werden verschieden Prozesse in Gang gesetzt: Durch die Rekrutierung des Proteins GW 182
durch Ago2 wird die Translation unterdriickt. Alternativ kommt es durch eine Interaktion des
RISC mit dem Enzym Deadenylase CCR4-NOT zur Entfernung des Poly-A-Schwanzes der Ziel-

mRNA, wodurch es folglich zum Abbau eben dieser Ziel-mRNA kommt. 3,3

Eine vollstandige Ubereinstimmung zwischen den Nukleotiden der reifen miRNA und der Ziel-
RNA liegt nahezu nie vor. Das hat zur Folge, dass eine einzige miRNA mit vielen verschiedenen

mRNAs interagieren kann. ¥’
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7.10 miRNAs und Arteriosklerose — ein aktueller Stand

MiRNAs sind schon seit einigen Jahren in den Mittelpunkt wissenschaftlicher Untersuchungen
gertckt. Die Analyse von miRNA-Funktionen ermdglicht einen vielversprechenden Einblick in
ihre komplexen Regulationsvorgédnge. So konnten im letzten Jahrzehnt zahlreiche Daten
vorgelegt werden, die belegen, dass Spiegelverdnderungen der miRNA-Expressionen,
beispielweise durch Fehlregulierungen, stark mit dem Vorkommen bzw. dem Ausbleiben von

arteriosklerotisch bedingten Erkrankungen verbunden sind. %,3°

Boéttger und Kollegen ist es gelungen, fir die miR-143 und dir miR-145 eine Spezifitat fur glatte
Muskelzellen in Blutgeféal3en nachzuweisen. Eine Deletion der beiden miRNAs flhrte zu einer
verminderten Kontraktilitat der GefalRe und vermehrten arteriosklerotischen Veranderungen in

den Blutgefaen. 4°

Durch ein abweichendes Proliferationsverhalten von miRNAs wie beispielweise die miR-22
kommt es zu Stoérungen in der Differenzierung von glatten Muskelzellen. Das kann einen
kontraktilen Funktionsverlust zur Folge haben, was wiederum den Prozess der Arteriosklerose

fordert. 41,42

Far andere miRNAs konnte bereits nachgewiesen werden, dass sie einen indirekten oder auch
direkten Einfluss auf den Prozess der Atherogenese haben. Der Arbeitsgruppe um Libby und
Kollegen gelang 2012 der Nachweis, dass durch miRNAs entziindliche Prozesse am Endothel

induziert werden kénnen und somit an der Atherogenese direkt beteiligt sind.

Einige Studien weisen darauf hin, dass einzelne miRNAs in der Lage sind mehrere biologische
Prozesse zu regulieren, die wiederum fir das Fortschreiten der Arteriosklerose verantwortlich
sind. So ist es Fan und Kollegen gelungen, die miRNA-21 mit der Infiltration von Makrophagen
in die Intima und der damit hervorgerufenen Entziindungsreaktion und Proliferation von glatten

Muskelzellen in Verbindung zu bringen. 4
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Diese wenigen Beispiele legen nahe, dass ein erhdhtes oder aber auch vermindertes
Expressionsniveau von miRNAs einen krankheitsférdernden Effekt bei der Entstehung der
Arteriosklerose einnehmen kénnen. Das macht miRNAs bei arteriosklerotischen Erkrankungen
im Rahmen der Krankheitsidentifizierung und der weiteren Uberwachung als potenziellen

Biomarker zu einem interessanten Forschungsfeld mit groRem Potential.

7.11 Ziel der Arbeit

Begriindet durch den zunehmend progredienten Verlauf und der erst spaten Manifestation bei
arteriosklerotischen Krankheitsbildern sollen in dieser klinischen Studie verschiedene
anamnestische Gesichtspunkte sowie Populationsmerkmale der Patienten katalogisiert und bei
vier unterschiedlichen arteriosklerotischen Krankheitsbildern mit Bezug auf die miRNA-

Expression untersucht werden.
Dabei wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1) Lassen sich Veranderungen bei den miRNA-Expression erkennen bei einem Vergleich
zwischen den Patienten mit einer arteriosklerotischen Erkrankung und vergleichbare
gesunde Probanden?

2) Lassen sich krankheitsspezifische Muster bei der miRNA-Expression erkennen?

3) Gibt es einen erkennbaren Zusammenhang zwischen der Exprimierung von
arteriosklerose-spezifischen miRNAs mit allgemeinen erhobenen

Populationsmerkmalen und mit dem arteriosklerotischen Risikoprofil der Patienten?
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8. Material und Methoden

8.1 Studiendesign

In dieser prospektiv, explorativ angelegten Studie wurden insgesamt 277 Patienten
eingeschlossen. Weitere 186 gesunde Probanden wurden als Kontrollgruppe untersucht. Nach
entsprechender Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patienten zur Teilnahme an der
Studie, wurden die patientenbezogenen und studienrelevanten Daten pseudonymisiert. Daflir
erhielt jeder Patient einen zufallig generierten achtstelligen alphanumerischen Code. Diesem
Code wurden im Anschluss alle relevanten Patienteninformationen zugeordnet und in einer
extra fur Studienzwecke angelegten elektronischen Datenbank katalogisiert und gespeichert.
Dieses System ermoglicht im weiteren Studienverlauf eine Analyse und Auswertung der
patientenspezifischen Informationen. Mit der elektronischen Datenbank wurden bis zu 113
Variablen pro Patient dokumentiert. Auch die entnommenen Blutproben wurden nach
sachgemaler Verarbeitung durch ein Probenverwaltungssystem dokumentiert und
katalogisiert. Fur die Blutproben wird die Anzahl der Proben, der Lageort und die
Lagebedingungen in den Gefrierschranken Uberwacht. Alle zuordnungsféhigen Daten waren

dabei ausschliel3lich dem an der Studie teilnehmenden Personal zuganglich.
8.2 Ethikvotum

Geprift wurde das beschriebene Vorgehen durch die Ethikkommission der medizinischen
Fakultdt der Ludwig-Maximilian-Universitdt Minchen und abschlielend als ethisch

unbedenklich eingestuft (Projekt-Nr.: 17-572).
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8.3 Patientenauswahl & Patientenidentifikation

Die Patienten wurden anhand im Vorfeld definierter Ein- bzw. Ausschlusskriterien (s. Tabelle)
ausgesucht. Dabei wurde die arteriosklerotische Patientengruppe in vier weitere Untergruppen
unterteilt: Patienten mit einem abdominalen Bauchaortenaneurysma (BAA), Patienten mit einer
Karotisstenose (KS), Patienten mit koronarer Herzerkrankung (KHK) und Patienten mit einer
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK). Im Rahmen der Aufnahme erfolgte eine
grundliche Untersuchung der Patienten, eine strukturierte Anamnese sowie eine genaue

Betrachtung ihrer Krankheitsverlaufe.

Die Patientenrekrutierung erfolgte dabei an zwei unterschiedlichen Standorten in Minchen.
Zum einen im Klinikum der Universitdt Minchen Grof3hadern (Klinik und Poliklinik flr
Herzchirurgie — Abteilung fiir GefaRchirurgie) und zum anderen im Klinikum Neuperlach (Klinik
fur Gefalchirurgie - Zentrum fir vaskulare und endovaskulare Chirurgie). Alle
Studienteilnehmer wurden im Vorfeld durch einen arztlichen Mitarbeiter ausfuhrlich GUber den
Grund fur die Teilnahme an der Studie und die erforderliche Blutentnahme aufgeklart. Die

Einwilligung der Patienten wurde dabei schriftlich dokumentiert.

In die Studie eingeschlossen wurden folgende Patienten:

- Schriftliche Einwilligung der Patienten

- Alter > 18 Jahre

- Periphere arteriell Verschlusskrankheit — unabhangig vom Stadium
- Karotisstenose — unabhangig vom Stadium

- Bauchaortenaneurysma — unabhangig der Lokalisation

- Koronare Herzerkrankung — unabhangig von der Auspragung
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Nachfolgende Kriterien flihrten zu einem Studienausschluss:

- Fehlende Einwilligung durch den Patienten

- Alter < 18 Jahren

- Schwangerschaft/Stillzeit

- Infektiése Erkrankungen (z.B. Endokarditis, HIV, Hepatitis)

- Maligne Erkrankungen

- Limitierte Lebenserwartungen: weniger als sechs Monate

- Bestehende Immunsuppression oder laufende Kortisontherapie (z.B. nach
Transplantationen)

- Akute Erkrankungen/Notfélle, die einer sofortigen Intervention bedurfen

Die Rekrutierung der erforderlichen Kontrollgruppe erfolgte anhand des Charlson Comorbidity
Index (ICC). Der ICC ist ein Scoring-System, in dem das Vorhandensein von unterschiedlichen
Erkrankungen definiert wird, die einen relevanten Einfluss auf die Zehn-Jahres-Mortalitat
haben. In diesen Score flielien 19 verschiedene Grunderkrankungen ein. Diese werden je nach

Erkrankungsart unterschiedlich gewichtet. 45
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8.4 Probenentnahme & Probenweiterverarbeitung

8.4.1 Prainterventionelle Blutentnahme

Die vendse Blutentnahme erfolgte, gemald den vor Studienbeginn festgelegten Richtlinien, im
Vorfeld einer geplanten Intervention. Dabei wurden zwei 9ml-Serumréhrchen (S-Monovette,
Sarstedt, Deutschland), zwei 4,9mI-EDTA-R&hrchen (S-Monovette, Sarstedt, Deutschland) und
ein 2,7ml Li-Heparin-Réhrchen (S-Monovette, Sarstedt, Deutschland) entnommen. Fur die
Isolation der RNAs wurde ein spezielles Blutrohrchen verwendet: das PAXgene® Blood RNA
System (BD, Heidelberg). Das System beinhaltet ein Blutréhrchen sowie ein separates Kit fur

die Isolation der RNA.

Dieses PAXGene Ro6hrchen enthalt zusatzliche Stabilisatoren, die einen verfriihten Abbau der
Zellen nach der Blutentnahme verhindern. Eine Degradation der zellularen RNA und ein

verfalschtes Genexpressionsmuster kdnnen dadurch deutlich verringert werden.
8.4.2 Verarbeitung der Blutproben

Die gewonnenen Blutproben der Patienten wurden innerhalb von 30 Minuten nach der
vendsen Punktion abzentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgte fiir zehn Minuten bei 2000G.
Mittels einer 1000pl-Pipette wurde der abzentrifugierte Uberstand abpipettiert und in
vorbeschriftete Réhrchen (1ml Microtubes) umgefiillt. Dabei wurden sechs Microtubes mit
Serum aus Serumréhrchen befiillt, und jeweils drei Microtubes aus einem der beiden EDTA-
Réhrchen und aus dem Li-Heparin-Réhrchen. Das zweite EDTA-RShrchen wurde nicht
zentrifugiert und mit den Microtubes zusammen bis zur Weiterverarbeitung in beschrifteten
Kartons bei -80°C eingefroren. Durch die Beschriftung konnte eine exakte Zuordnung der
Blutproben zu jeder Zeit gewahrleistet werden. Das PAXgene® Blood RNA System (Qiagen,
Hilden, Deutschland) wurde gemalR den Herstellerangaben zunachst bei 18°C
Raumtemperatur fiir 24 Stunden inkubiert und anschlie3end ohne Zentrifugation ebenfalls bei

-80°C eingefroren und zwischengelagert.
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8.5 Extraktion der zu untersuchenden Blutbestandteile

8.5.1 Extraktion der Exosomen

Die Exosomen aus den Serumproben der Patienten wurden mittels dem ,,Quiagen miRCURY
Exosome Serum/Plasma Kit“ (Venlo, Niederlande) und gemaf} des Herstellerprotokolls (Exiqon
A | S) isoliert. Die Methode basiert auf der Ausbildung eines Polymernetzes unter
vorgeschriebenen, physikalischen und biochemischen Voraussetzungen (Temperatur,

angepasster Salzgehalt).

Durch das Polymernetz wird die Loslichkeit herabgesetzt. Nach 60-minUtger Inkubation bei
4°C erfolgte die Isolation der Exosomen durch anschlieBende Zentrifugation und

abschlieRender Resuspension.

Dazu wurden die Proben unter Zugabe von 10ul Thrombin in 15ml Eppendorfgefal’e umgefiillt.
Durch die Thrombinzugabe kdnnen verbliebene Gerinnungsfaktoren entfernt werden. Das
Gemisch wurde nach Durchmischung mittels eines Vortex fir funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, ehe die Ldsung bei 10000G zentrifugiert wurde. Der
abzentrifugierte Uberstand wurde anschlieBend in neue EppendorfgefaRe lberfihrt. In einem
nachsten Arbeitsschritt wurde 400ul Prazipitationspuffer A gemal den Herstellerangaben
hinzugefligt. Alles wurde weitere fiinf Sekunden mit Hilfe eines Vortex vermischt. Die
entstandene Lésung wurde anschlie3end fir 60 Minuten bei 2-8°C inkubiert, bevor eine
weitere Zentrifugation bei 1500G fur 30 Minuten durchgefihrt wurde. Der durch die
Zentrifugation entstandene Uberstand wurde erneut verworfen. Es erfolgte die Zugabe von
270ul Resuspensionspuffer aufs Pellet. Im Anschluss musste mittels einer Pipettenspitze das
Pellet mechanisch geldst werden. Als letzten Arbeitsschritt galt es nun alles nochmals mit dem
Vortexer zu mischen, bis das Pellet vollstdndig resuspendiert war. Abschlieliend wurde alles

im Kiuhlschrank bis zur letztendlichen Analyse zwischengelagert.



Seite |38
8.5.2 Qualitatskontrolle der extrahierten Proteine

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und einem Western Blot konnten Quantitat
und Qualitét der isolierten Exosomen bestéatigt werden. Die TEM ermdglicht die Abbildung von
Objekten, in unserem Fall von Proteinen, mit Hilfe von Elektronenstrahlen mit einer Auflésung
bis zu 0.045nm. Bei biologischen Materialien liegt die Beschleunigungsspannung dabei im
Bereich von 80-120kV. Fir die TEM wurden die isolierten Exosomen in einer Phosphat-
gepufferten-Salzlésung (PBS) verdinnt und im Anschluss auf mit Formvar beschichteten
Kupfergittern (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) aufgetragen. Es folgte eine 30-sekilindige
Negativfarbung mit 2%-Uranylacetat (Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland) und eine
abschlieRenden Lufttrocknung. Mit dem Elektronenmikroskop Zeiss EM900 mit 80kV (Carl
Zeiss Mikroskop GmbH, Jena, Deutschland) und mit einer ,,Wide-angle-dual-speed“-2K-CCD

Kamera konnten nun die isolierten Exosomen auf Qualitdt und Quantitat untersucht werden.

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde zusatzlich ein Western Blot durchgefiihrt. Dabei werden
die zu untersuchenden Proteine auf einen Trager mit Polyacrylamid-Gel gegeben und mit Hilfe
einer angelegten Spannung (Elektrophorese) entsprechend ihrer Gré3e und ihrer elektrischen
Ladung aufgetrennt. Es entstehen unterschiedliche Proteinbanden. Im Anschluss erfolgt das
,Blotting®. Der Begriff beschreibt das Ubertragen der Proteinbanden auf einen festen Trager
mittels senkrecht zur Laufrichtung des Polyacrylamid-Gels angelegter Spannung. Das
ermoglicht die Wanderung der Proteinbanden aus dem Gel heraus auf eine feste Membran,
wobei die Anordnung der getrennten Proteine erhalten bleibt. Nun ist es méglich, bestimmte
Proteine mit spezifischen Antikérpern zu identifizieren. Dieser Vorgang nennt sich
sImmundetektion®. Die primdren Antikdérper zur Identifizierung waren von Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) (goat anti-CD63, sc-31214; 1:1000),
Antibodies-online.com (Atlanta, USA) (goat-anti-CD63, ABIN1440014, 1:1000) und OriGene
Technologies (OriGene Technologies, Rockville, USA) (rabbit anti-CD81, TA343281 and rabbit

anti-TSG101, TA343598). Die sekundaren Antikdrper wurden von Santa Cruz Biotechnology
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(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) (donkey anti-goat IgG-HRP, sc-2033, 1:5000 and goat

anti-rabbit IgG-HRP, sc-2030, 1:5000) bezogen.
8.5.3 Extraktion der RNA aus den Serumproben

Die Isolation der RNA aus den Serumproben erfolgte mittels NucleoSpin miRNA (Macherey-
Nagel, Diiren, Germany) gemaf den Herstellerangaben. Dazu wurde die isolierten RNA in 30ul
nukleasefreiem Wasser eluiert. Im Anschluss wurde eine Qualitatskontrolle der isolierten RNA
mit dem ,,RNA 6000 Nano Assay“ auf dem ,Bioanalyzer 2100* (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Die Bioanalyzer RNA-Kits ermdoglichen eine

prazise Integritatsprifung und eine zuverlassige Probenquantifizierung.
8.5.4 Extraktion der RNA aus den Blutzellen

Zur Extraktion der Blutzellen-RNA wurden die Blutrdhrchen des PAXgene® Blood RNA
Systems aufgetaut und anschlieBend mit dem PAXgene-Blut-miRNA-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gemald dem Herstellerprotokoll weiterverarbeitet. Der erste Arbeitsschritt
besteht aus der Isolation der Nukleinsduren durch eine Zentrifugation. Nach anschlieender
Resuspension. Eine Pufferlésung wird hinzugegeben. Zusatzlich erfolgt die Zugabe von
Proteinase K zur Inkubation der Lésung aus Puffer und Nukleinsauren. Mittels einer weiteren
Zentrifugation werden verbliebene Zellreste entfernt und das Gemisch homogenisiert. Der
Uberstand wird nun in ein Mikrozentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Nach der Zugabe von Ethanol
gemald den Herstellerangaben wird das Lysat auf eine PaxGene RNA Spin Column (PRC)
gegeben. Dabei handelt es sich um ein R6hrchen mit einer Silikamembran, an welcher RNA-
Molekdile selektiv binden kénnen. Um letzte DNA-Bestandteile zu entfernen, wird die Losung
zusétzliche mit DNase | behandelt. Nun erfolgen mehrere Waschschritte. Zum Abschluss wird

die Ubriggebliebene RNA in einen Elutionspuffer gegeben und durch Erhitzung denaturiert.
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Auch hier erfolgte eine anschlielRende Qualitdtskontrolle der miRNA-Ausbeute. Diese wurde
gemal’ Herstellerangaben durch das Fluoreszenz-Messgerat Qubit 2.0 und dem ,,RNA HS

Assay Kit" (Lifetechnologies, Darmstadt, Deutschland) quantifiziert.
8.5.5 Hochdurchsatz-Sequenzierung

Mittles ,,NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set* von Illlumina (New England BioLabs
Inc., USA) wurde die extrahierte RNA an beiden Enden ihrer Sequenzen mit passenden
Adaptern verknlpft. So konnten diese Strangabschnitte in einen komplementaren DNA-
Abschnitt (cDNA) umgeschrieben werden. Diese cDNA-Abschnitte wurden im Anschluss
durch eine Polymerase-Kettenreaktion in einem ersten Schritt vervielfaltigt und danach mit
einem Barcode versehen werden. Es erfolgte der Lange nach eine Auftrennung der
zahlreichen cDNA-Strange per Gelelektrophorese. Dieser Prozess wurde mit Hilfe des
»MinElute Gel Extraktion Kit“ (Qiaden, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. So konnten die 130-
150 basenpaar-langen cDNA-Abschnitte herausgefiltert werden. Anschliellend erfolgte
wiederum eine Qualitatskontrolle der besagten Abschnitte mittels dem ,,High Sensitivity DNA-

Kit* (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) und dem Bioanalyzer (Agilent).

Fir die im Rahmen dieser Studie eingesetzten kommerziellen Extraktions- und Isolationskits
liegen seitens der Hersteller keine detaillierten Angaben zur analytischen Varianz bei
wiederholter Analyse identischer Probenaliquots vor. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
wurde daher primar durch standardisierte Protokolle, identische Prozessierungsbedingungen
und die nachgeschaltete bioinformatische Qualitdtskontrolle sichergestellt. Die anschlie3ende
Sequenzierung wurde mittels single-end-Methode in 50 Zyklen auf der HiSeq2500 (lllumina

Inc., San Diego, USA) durchgefiihrt.

Die Sequenzierung und Analyse der Blutproben bzgl. der microRNA-Expressionsprofile wurde
durch unseren Kooperationspartner des Wissenschaftszentrums Weihenstephan der

technischen Universitat Minchen durchgefuhrt und zur Verfiigung gestellt.
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8.6 Datenanalyse und Datenauswertung

8.6.1 Bioinformatische Analyse

Zur ldentifikation der Zielgene der detektierten miRNAs und deren Beteiligung an wichtigen
Signalkaskaden wurde die Ingenuity Pathway Analysis (IPA®) (Qiagen, Hilden, Deutschland)
verwendet. Dabei handelt es sich um eine Software, die Uber das Internet auf eine
Literaturdatenbank mit mehr als funf Millionen wissenschaftliche Artikel zuriickgreift und

kontinuierlich aktualisiert wird.

Zur Qualitdtskontrolle des Sequenzierungsdatensatzes wurde das Programm FastQC (Version
0.11.9) verwendet. Adaptersequenzen von Lesevorgangen wurden mit btrim32 (Version 0.3.0)
getrimmt. Reads ohne Adapter wurden ebenso entfernt wie Reads mit weniger als 16
Nukleotiden Lange. Das Alignment der Reads wurde mit Bowtie (Version 1.2.3) durchgefiihrt.
Der Cut-off fir Reads wurde auf maximal eine Nichtlbereinstimmung gesetzt. MiRNA-
Referenzen wurden von miRBase (Release 22.1) bezogen. Identifizierte Sequenzen von rRNAs
und tRNAs wurden erkannt und aus dem Datensatz entfernt. Abschlieend wurden miRNAs
sowie snoRNAs und snRNAs identifiziert und gezahlt. Die miRNA-Analysepipeline wurde in

verschiedenen Biomarker-Studien haufig und erfolgreich eingesetzt. 46
8.6.2 Analyse der Genexpression

Fur die Differenzierung der unterschiedlichen miRNA-Expressionsmuster wurde eine DGE-
Analyse mit dem Programm R (Version 4.0.3; R Core Team, 2020) und dem Zusatzpaket
DESeqg2 (Version 1.28; Love & Huber & Anders; 2014) durchgefuhrt. Mittels der
eingeschlossenen Normalisierungsmethode wird die Vergleichbarkeit der Proben zwischen
den Sequenzierungslaufen ermdglicht (mediane Verhaltnisse des Mittelwerts). Durch die
lineare Modellierung des DESeq2-Alogrithmus wurde ein méglich entstehender Batch-Effekt
berlicksichtigt und ausgeglichen. Fir die Korrektur fir die statistische Analyse der

Gruppenvergleiche wurde die Benjamin-Hochberg-Methode angewendet. Es wurden zwei
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Ergebnissatze erarbeitet: einen Standardsatz durch eine Filterung nach p-Wert < 0.1 und ein
zweiter, strengerer Satz durch zusatzliche Filterung (log2FC = |1| und Basismittelwert = 50).
Fur die Uberlappungsanalyse wurden sowohl der Standardsatz als auch die Ergebnisse der
zweiten Filterung der DGE-Analysen verwendet. Die Analyse erfolgte mit R (Version 4.0.3; R
Core Team, 2020) und dem Zusatzpaket veccompare (Version 0.1.0; Levernier & Wacha,

2017).
8.6.3 Statistische Auswertung der Patientendaten

Die demographische und statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von Excel
(Microsoft, Version 2312). Die ausgewerteten statistischen Daten sind als Mittelwerte
dargestellt (+/- des mittleren Standardfehlers). Mittels Kolmogorov-Smirnov-Test wurden die
Daten auf Normalverteilung untersucht. Beim Vorliegen von normalverteilten Daten kamen der
Students t-Test flir den Vergleich zweier Stichproben bzw. der one-way ANOVA-Test bei
Gruppenvergleichen zum Einsatz. Bei nicht vorliegender Normalverteilung wurden die
statistischen Rechnungen mittels Man-Whitney-U-Test beim Vergleich von zwei Stichproben
und mit dem Kruskal-Wallis-Test flir Gruppenvergleiche durchgefihrt. Ein durchgefiihrter Test
galt dabei dann als signifikant, wenn sich der p-Wert kleiner als die Irrtumswahrscheinlichkeit

Alpha (5%) zeigte.
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9. Ergebnisse

9.1 Demographie der Gesamtpopulation

Fir diese Studie ist die Patientenrekrutierung an zwei verschiedenen Standpunkten erfolgt:
Zum einen am Klinikum der Universitdt Minchen, Grof3hadern (Klinik und Poliklinik far
Herzchirurgie und der Klinik fir Gefalichirurgie) und zum anderen im Klinikum Neuperlach

(Klinik fur Gefachirurgie — Zentrum fiir vaskulare und endovaskulare Chirurgie).

Insgesamt konnten 166 Patienten in die Studie eingeschlossen werden — 134 Patienten mit
einer arteriosklerotischen Erkrankung. Dabei wurden vier Erkrankungsgruppen unterschieden:
Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit (KHK: n = 35), Patienten mit einem abdominellen
Bauchaortenaneurysma (BAA: n = 35), Patienten mit einer peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit (pAVK: n = 36) und Patienten mit einer Karotisstenose (KS: n = 28). Die
Kontrollgruppe zahlt n = 32 Patienten. Einige der Patienten hatten zum Aufnahmezeitpunkt
mehr als eine bekannte arteriosklerotische Léasion. Die Gruppenzuteilung der
Studienteilnehmer erfolgte dabei immer begriindet durch den aktuellen Klinikaufenthalt. Daher
wurde fir alle Patienten eine ausfuhrliche Anamnese erhoben und auch sekundére
arteriosklerotische Erkrankungen miterfasst. Die Informationen zur Demographie der

Studienpopulation sind der Tabelle 3 zu entnehmen.
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Patientengruppe
Patientenzahl

Alter (Min./Max.)
BMI (25./75. Quartil)
Manner/Frauen

Risikofaktoren

Hypertension (Ja/Nein/Unbek.)

Diabetes (Ja/Nein/Unbek.)

Rauchen (Ja/Nein/Unbek.)

Dauermedikation

ASS (Ja/Nein)

ACE-Hemmer (Ja/Nein)

Antikoagulation (Ja/Nein)

Betablocker (Ja/Nein)

Orale Antidiabetika (Ja/Nein)

Insulin (Ja/Nein)

Statine (Ja/Nein)

Antidepressiva (Ja/Nein)

Tabelle 2 - Ubersicht zu demographischen Daten aller Patienten mit einer arteriosklerotischen Erkrankung.

BAA

35

71 (39/87)

24.7 (22.3 - 26.0)

2718

26/6/3

6/26/3

15/171/3

22/13

17/18

8/27

17718

3/32

0/35

21/14

2/33

KHK

35

69 (53/82)

29.5 (25.9 - 30.9)

25/10

271711

11/23/1

12/2112

2817

20/15

5/30

20/15

8/27

4/31

25/10

2/33

pAVK

36

70 (50/95)

29.5 (25.9 - 31.2)

2719

26/8/2

21/14/1

21/9/6

2719

19/17

8/28

18/18

16/20

4/32

28/8

6/30

KS

28

74 (60/93)

27.7 (24.9 - 30.2)

2117

21/3/4

15/8/5

10/17/1

15/13

14 /14

1/27

1/17

12/16

1/27

6/22

18/10



Patientengruppe

Aneurysma

Durchmesser in mm (25. & 75. Quartil)

Symptomatisch (Ja/Nein/Unbekannt)

Dissektion (Ja/Nein/Unbekannt)

KHK

EF (%) (25. und 75. Quartil)

NYHA-Stadium (I / 11 / Il / IV / Kein

NYHA / Unbekannt)

Vorhofflimmern (Ja/Nein/Unbekannt)

pAVK

Stadien nach Fontaine (Keine pAVK/ |

/Nla&llb /111 / IV / Unbekannt)

Karotisstenose (KS)

Karotisstenose (Ja/Nein/Unbekannt)

Symptomatisch (Ja/Nein/Unbekannt)

Stenosierungsgrad % (25.& 75.

Quartil)

BAA

52.0 (45.2 - 60.0)

6/23/6

3/28/4

56.5 (54.5 — 63.2)

2/114/1/20/7

2/26/7

26/1/1/0/0/7

0/29/6

0/29/6

KHK

0/29/5

0/29/5

56.5 (50.0 — 67.5)

3/7/10/8/5/2

7/28/0

27/0/1/0/0/6

10/21/4

0/30/5

50.0 (32.0 - 60.0)

pAVK

0/31/5

0/31/5

34.0 (32.0 - 36.0)

0/0/2/17124/9

4/26/6

0/0/16/2/17/1

4/29/3

0/32/4

85.0 (82.5 - 87.5)
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KS

0/20/8

0/20/8

1/0/0/0/18/5

1/22/5

20/0/1/0/4/3

25/1/2
8/16/4

80.0 (63.8 - 80.0)

Tabelle 3 — Erkrankungsubersicht aller Arteriosklerose-Patienten. Bei Patienten mit mehreren arteriosklerotischen
Manifestationen hatte die Erkrankung in der Vorgeschichte schon einmal eine Rolle gespielt, trug aber nicht zum

aktuellen Aufenthalt bei.
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9.2 Untersuchung der Risikofaktoren der Patienten

Mit Studieneinschluss erfolgte ein Anamnesegesprach, in welchem Risikofaktoren fiir das
Vorliegen einer arteriosklerotischen Erkrankungen abgefragt und protokolliert wurden.

Folgende Risikofaktoren sind dabei erhoben worden:

e Geschlecht

e Patientenalter >= 70 Jahre
o arterielle Hypertonie

o Diabetes mellitus

e BMI-Wert >= 30

e bestehender / stattgehabter Nikotinabusus

9.2.1 Arterielle Hypertonie

Bei 75,3% der Patienten mit einer Arteriosklerose-bedingten Erkrankung war zum
Studieneinschluss ein arterielle Hypertonus bekannt (Abbildung 3). Dabei war die Verteilung
in den untersuchten Subgruppen nahezu identisch. Lediglich die Kontrollgruppe zeigt einen

deutlich geringeren Anteil an Hypertonikern.

Patientenzahlen mit einer arterieller Hypertonie

120
100
T 80
N
c
3 60
c
(O]
B 40
©
(a8
BAA KHK AC-Stenose pAVK Kontrolle Gesamt
W Hypertonie Ja 26 27 21 26 6 106
Hypertonie Nein 6 7 3 8 20 44
B Hypertonie Unbekannt 3 1 4 2 6 16
W Hypertonie Ja Hypertonie Nein B Hypertonie Unbekannt

Abbildung 3 — Anzahl der Patienten mit dem Risikofaktor "arterielle Hypertonie" zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses.
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9.2.2 Diabetes mellitus

Bei der Datenerhebung fiir das Erkrankungsbild ,,Diabetes mellitus“ wurde nicht zwischen den
unterschiedlich bekannten Diabetestypen unterschieden. In den Patientengruppen
»Karotisstenose® und ,pAVK* finden sich die gré3ten Anteile an Diabetikern. In den
Patientengruppe ,,BAA* und in der Kontrollgruppe hatten die wenigstens Patienten einen

bekannten Diabetes mellitus in der Vorgeschichte.

Patientenzahl mit Diabetes mellitus

100
< 80
©
S 60
[0}
=
o 40
© 20
[a '8
BAA KHK AC-Stenose pAVK Kontrolle Gesamt
M Diabetes Ja 6 11 15 21 2 55
Diabetes Nein 26 23 8 14 24 95
M Diabetes Unbekannt 3 1 5 1 6 16

H Diabetes Ja Diabetes Nein M Diabetes Unbekannt

Abbildung 4 - Anzahl der Patienten mit dem Risikofaktor ,,Diabetes mellitus* zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses.

9.2.3 Nikotinabusus

Beim Risikofaktor Nikotinabusus zeigt sich folgende Verteilung: Die Patientengruppe ,,pAVK*
zeigt den gréfdten Anteil mit etwa 60%. Auch in der ,,BAA“-Gruppe konnte mit ca. 40% im
Vergleich zu den anderen Patientengruppen ein verstarkter Nikotinabusus festgestellt werden.
Betrachtet man die restliche Kohorte der Arteriosklerosepatienten, ist eine recht

ausgeglichene Verteilung zwischen Rauchern und Nicht-Rauchern zu erkennen (Abbildung 5).
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Patientenzahl mit bestehendem / stattgehabtem
Nikotinabusus

=
© 100
c
g 80
5
© 40
[a W
20
BAA KHK AC-Stenose pAVK Kontrolle
B Rauchen Ja 15 12 10 21 12
Rauchen Nein 17 21 17 9 14
B Rauchen Unbekannt 3 2 1 6 6
B Rauchen Ja Rauchen Nein B Rauchen Unbekannt

Gesamt
70
78
18

Abbildung 5 — Anzahl der Patienten mit dem Risikofaktor ,Nikotinabusus“ zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses. Hier erfolgte
keine Differenzierung zwischen einem aktiven oder nicht-aktivem Nikotinabusus.

9.2.4 Body Mass Index

In Abbildung 6 sind die BMI-Mittelwerte der Patienten in den arteriosklerotischen Subgruppen

und der Kontrollgruppe angegeben. Die Patientengruppe ,BAA* (24,67) sowie die

Kontrollgruppe (25,79) weisen die niedrigsten BMI-Mittelwerte auf, wobei der Mittelwert in der

Gruppe ,,BAA“ sogar noch etwas kleiner ausféllt. Der héchste Mittelwert findet sich bei der

Patientengruppe mit einer KHK.

35,00
30,00

Body Mass Index (BMI)

AC-Stenose pAVK Kontrolle

mBMI 24,67 29,45 27,68 29,50 25,79

Abbildung 6 — BMI-Mittelwerte der untersuchten Patientengruppen.

25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

Gesamt
27,89
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9.2.5 Die Risikofaktoren innerhalb der Subgruppen

Die folgenden Diagramme (Abbildung 7-10) zeigen das prozentuale Vorkommen der
erhobenen Risikofaktoren innerhalb der einzelnen Patientengruppen. Fiir die Risikofaktoren
SAlter* und ,BMI* wurde jeweils ein Cut-off gesetzt: Ein Risikofaktor wurde ab einem

Patientenalter >=70 Jahre und ein BMI von >=30 als vorhanden gewertet.

Nahezu jeder dritte Patient in der BAA-Gruppe (Abbildung 7) erfillte die Kriterien fir das
Vorliegen der Risikofaktoren ,mannliches Geschlecht* und/oder ,arterielle Hypertonie®.
Zudem ist etwas mehr als die Hélfte aller Patienten mit einem abdominellen Aneurysma 70
Jahre oder alter. Bei etwa 40% der Patienten in der BAA-Gruppe liegt ein Nikotinabusus vor.
Der Anteil an Patienten mit einem BMI >= 30 fallt im Vergleich mit den anderen Gruppen

geringer aus.

Verteilung der Risikofaktoren in der Patientengruppe "BAA"

manner [ INEEREGEEEE— 77,14%
evi>=30 [ 1143%
RauchenJa [N 2,36%

ahTJa I, 74,29%
Diabetes Ja | INININIGEGN 17,14%
Alter >=70 [N ©2,36%

0,00% 10,00%  20,00% 30,00  40,00% 50,00% 60,006  70,00% 80,006  90,00%

Abbildung 7 — Anteil der Patienten in % mit den untersuchten Risikofaktoren innerhalb der BAA-Patientengruppe.
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Der Anteil an mannlichen Patienten und der Anteil an Patienten mit einer arteriellen Hypertonie
liegt in der pAVK-Gruppe (Abbildung 8) jeweils Giber 70%. Etwa 60% der pAVK-Studiengruppe
haben einen bekannten Diabetes mellitus und/oder einen Nikotinabusus. Knapp die Halfte der
Patientengruppe ist zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses 70 Jahre oder alter und etwa ein

Drittel der pAVK-Gruppe hat einen BMI von >= 30.

Verteilung der Risikofaktoren in der Patientengruppe "pAVK"

Manner |  72,22%
Bmi>=30 [ 27,78%
Rauchen Ja [ 53,33%

aHT Ja |,  72,22%
Diabetes Ja | 55,33%

Alter>=70 [N  47,22%
000%  10,00%  20,00%  30,00%  40,00%  50,00%  60,00%  70,00%  80,00%

Abbildung 8 — Anteil der Patienten in % mit den untersuchten Risikofaktoren innerhalb der pAVK-Patientengruppe.

Wie in den beiden Gruppen zuvor liegt auch hier (Abbildung 9) der Anteil der Manner in der
untersuchten Gruppe bei etwa 70%. Nahezu 80% aller Patienten in der KHK-Gruppe weisen
einen arteriellen Hypertonus auf. Der Anteil an Patienten mit einem Alter von 70 Jahren oder
alter sowie der Anteil an Patienten mit einem BMI >=30 liegt bei etwas Uber 50%. Der Anteil an

Rauchern und an Diabetikern bei etwas tGiber 30%.
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Verteilung der Risikofaktoren in der Patientengruppe "KHK"

Manner [ 63,57%
svi>=30 [ 54, 29%
GENECUNEN $ $Z00 0 VWL

aHTJa [ 77,14%
DIESNENE 200 EwE
Atter>=70 | 51 43%

0,00% 10,00%  20,00%  30,00%  40,00% 50,00%  60,00% 70,00%  80,00%  90,00%

Abbildung 9 - Anteil der Patienten in % mit den untersuchten Risikofaktoren innerhalb der KHK-Patientengruppe.

In der Patientengruppe mit einer Karotisstenose liegt der Gesamtanteil der Manner von
Patienten mit einer arteriellen Hypertonie und einem Patientenalter >=70 Jahren bei jeweils
75%. Etwas mehr als die Halfte aller KS-Patienten hat einen bekannten Diabetes mellitus. Der

Anteil an Rauchern liegt bei 35% und der Patientenanteil mit einem BMI >=30 liegt bei 25%.

Verteilung der Risikofaktoren in der Patientengruppe "KS"

VELLCI® WHA
svi>=30 [N 25 00%
RauchenJa [N 35.71%

aHTJa [ 75,00%
Diabetes Ja [ N NG 53,57%
Atter >=70 |G 75,00%

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00%

Abbildung 10 — Anteil der Patienten in % mit den untersuchten Risikofaktoren innerhalb der Karotisstenosen-Patientengruppe.
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9.2.6 Kardiovaskulare Risikofaktoren der Patientengruppen

Die folgenden Balkendiagramme zeigen die Anzahl der Patienten zusammen mit der
summierten Zahl der vorliegenden Risikofaktoren — einmal zur Ubersicht fir das gesamte
Patientenkollektiv (Abbildung 11) und zusétzlich als Uberblick fir jede einzelne

Patientengruppe (Abbildung 12).

Mehr als 65% aller Studienteilnehmer weisen zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses drei oder
mehr Risikofaktoren fir eine arteriosklerotische Erkrankung auf. Neun Patienten weisen keine
vorhandenen Risikofaktoren (RF=0) auf, wobei sieben der neun Patienten aus der
Kontrollgruppe stammen (Abbildung 12). Sieben Patienten erflllen sogar alle sechs
anamnestisch erhobenen Risikofaktoren (RF=6) — drei Patienten in der pAVK-Gruppe und drei
Patienten in der Karotisstenose-Gruppe. Ein Patient findet sich in der Gruppe der Patienten mit
einem BAA. Die Patienten in der Kontrollgruppe weisen insgesamt deutlich weniger

Risikofaktoren auf.

Patientenzahl mit summierten Risikofaktoren

45
40
35
30
25
20
15
10

PATIENTENZAHL

| ]

RF=0 RF=1 RF=2 RF=3 RF=4 RF=5 RF=6
@ Anzahl Patienten 9 16 23 42 41 28 7

o un

Abbildung 11 - Summation der vorliegenden Risikofaktoren (RF) des gesamten Patientenkollektivs.
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Summierte Risikofaktoren in der BAA- Summierte Risikofaktoren in der pAVE-
Gruppe Gruppe

15 12 o 15 13
T 10 it
<L =]
oo . £ 10
= 4 =
z 5 s 1 w5
% ° E
o 0 1]

RFO RF1 RF2 RF3 RF4 RFS  FRFE RF=0 RF=1 RF=2 RF=3 RF=4 RF=5  RF=6

ANZAHLRISIKOFAKTOREN ANZAHL RISIKOFAKTOREN
Summierte Risikofaktoren bei KHK- Summierte Risikofaktoren bei K5-Patienten
Patienten 10 9
= g
=

=2 15 =
S 10 1 s Z 5
'} w
= 10 -
Fir =z 4
5 4 =
w = 2
z o 1 0 s 0
o 1] 1]

RF=0 RF=1 RF=2 RF=3 RF=2 RF=5 RF=6 RF=0 RF=1 RF=2 RF=3 RF=4 RF=5 RF=6

ANZAHL RISIKOFAKTOREN ANZAHL RISIKOFAKTOREN

Summierte Risikofaktoren in der
Kontrollgruppe

0

PATIEMTEMZAHL

RF=0 RF=1  RF=2 RF=3 RF=4 RF=5 RF=6
ANZAHL RISIKOFAKTOREN

Abbildung 12 - Haufung der vorliegenden Risikofaktoren (RF) in jeder einzelnen Patientengruppe.
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9.3 Sequenzierung der Patienten-Serumproben

Die Analyse der insgesamt 166 Serumproben erfolgte in vier Sequenzierungslaufen (Tabelle
4). Dabei wurde — sofern méglich — auf eine gleiche Verteilung der Sub- und Kontrollgruppen
Uber die vier Laufe geachtet mit dem Ziel einen Batch-Effekt zu vermeiden. Insgesamt konnten
2165 unterschiedliche miRNAs gefunden werden. Neun Serumproben mit einem
unzureichendem Sequenzierungsergebnis wurden aus der weiteren Analyse entnommen. Als
Schwellenwert fir die Aussortierung wurden mindestens 500.000 Reads und ein Anteil von
mindestens 7% an miRNAs im Verhaltnis zum gefundenen Gesamtmaterial festgelegt. Der
festgelegte Schwellenwert hat sich bereits in anderen Arbeiten als guter Cutoff bewahrt. 4
Dieser Arbeitsschritt reduzierte die Anzahl auf 2165 miRNAs bei verbliebenen 145 Proben

(Tabelle 4). Die Sequenzierungsqualitat wurde fir jede Probe mit FastQC Uberprift. Fur alle

Datensatze hatte die Sequenzqualitat einen Phred-Score von Uber 32.

Gruppe Sequenzierungs- | Sequenzierungs- | Sequenzierungs- | Sequenzierungs-
lauf 1 vor | nach lauf 2 vor | nach lauf 3 vor | nach lauf 4 vor | nach
Filterung Filterung Filterung Filterung
BAA 13113 8|7 5|4 9|6
KHK 14114 7|7 716 716
CS 10110 1019 413 413
pAVK 1] 11 715 717 1116
Kontrolle 0|0 16| 16 7|7 9|5

Tabelle 4 — Zusammenfassung der verwendeten Proben vor und nach der Entfernung von Proben unterhalb des Schwellenwertes.

47
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9.4 Vergleich der miRNA-Expressionsmuster zwischen der Kontrollgruppe

und Patienten mit einer arteriosklerotischen Erkrankung

Fir die Expression der arteriosklerotischen miRNA-Profile ist von unserer Arbeitsgruppe
bereits eine Publikation erfolgt. " Der Vergleich der miRNA-Expressionsprofile zwischen der
Kontroligruppe und dem Gesamtkollektiv an Patienten mit einem arteriosklerotisch
Erkrankungsbild mittels einer DGE-Analyse (Standard-Cut-Off, angepasster p-Wert < 0,1)
ergab 114 unterschiedliche exprimierte miRNA's. Eine im Anschluss erfolgte Filterung der
Ergebnisse (Filterkriterien: log2FC |1]|, korrigierter p-Wert < 0,1 und Basismittelwert = 50). Die
Anwendung des Filters ergab 12 unterschiedliche miRNAs beim Vergleich der beiden Gruppen
(Tabelle 5Tabelle 5). Dabei lag der mittlere log2FC beim Vergleich der Patientengruppe mit einer
atherosklerotischen Erkrankung und der Kontroligruppe bei 1,38 + 0,31. Dabei waren 8

miRNAs hochreguliert und 4 miRNAs runterreguliert. 4

Der ,Fold Change® ist im Rahmen von Genexpressionsanalysen ein gangiger Begriff, um
Veranderungen im Expressionsniveau eines Gens zu messen. Die Angabe werden in der
Bioinformatik am haufigsten mit dem Logarithmus zur Basis 2 angegeben, da er leichter zu
interpretieren ist als die Veranderung der Expression in der urspringlichen Skalierung
anzugeben und fuhrt letztendlich zu einer vereinfachten und asthetisch anspruchsvolleren
Darstellung. So entspricht eine Verdopplung der urspringlichen Skalierung einer
logarithmischen 2-fachen Verdnderung von 1 und eine Vervierfachung des
Expressionsniveaus einer 2-fachen logarithmischen Verdnderung von 2. Wenn die
Veranderung abnimmt, dann entspricht beispielweise eine Halbierung einer 2-fachen
logarithmischen Veranderung von -1 und eine Viertel des Ausgangswerts einer Veranderung

von -2. 48
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miRNAs Log2FC p-Wert p-Wert (korr.)
miR-193a-5p 1.66 1.23E-11 8.55E-09
miR-27a-5p 1.05 1.76E-03 2.65E-02
miR-3168 1.58 1.35E-03 2.28E-02
miR-320a-3p 1.23 5.95E-06 4.60E-04
miR-320b 1.19 1.15E-05 8.00E-04
miR-320d 1.51 1.22E-06 1.69E-04
miR-378d 1.11 9.63E-05 3.82E-03
miR-4433b-3p -1.25 3.34E-04 8.57E-03
miR-483-5p 1.35 4.11E-03 4.45E-02
miR-495-3p -1 4.20E-04 9.46E-03
miR-543 -1.04 6.35E-05 3.01E-03
miR-576-3p 1.24 5.57E-08 1.29E-05

Tabelle 5 — DEG mit gefilterten Cut-offs. Vergleich zwischen Gruppe Arteriosklerose vs. Kontrollgruppe. MW = Mittelwert. 47

Ein Vergleich der einzelnen Erkrankungsgruppen mit der Kontrollgruppe unter den oben
bereits verwendeten Filterkriterien ergab folgende Zahlen differenziert veranderter miRNA-

Expression:

Aneurysma vs. Kontrollgruppe: 14 miRNAs

KHK vs. Kontrollgruppe: 10 miRNAs

Karotisstenose vs. Kontrollgruppe: 10 miRNAs

pAVK vs. Kontrollgruppe: 13 miRNAs

Insgesamt konnten gruppenibergreifend 27 unterschiedlich exprimierte miRNAs gefunden
werden. Die beiden miRNAs miR-193a-5p und miR-320d weisen in allen untersuchten

Erkrankungsgruppen eine veranderte Expression gegeniliber der Kontrollgruppe auf. 4
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Beim Vergleich der Aneurysma-Patientengruppe mit der Kontrollgruppe sind die beiden
miRNAs um ein vierfaches erhéht. In der pAVK-Patientengruppe ist die miR-193a-5p ebenfalls
nahezu um ein vierfaches erhdht. Diese sind zusammen mit ihren log2FC-Werten in Abbildung

13 graphisch dargestellt.

BAA vs. Kontrollgruppe

miRNAs BAA vs. Kontrollgruppe log2FC p-Wert p-Wert (korr.)
hsa-miR-122-5p 1.1 5.43E-03 5.04E-02
hsa-miR-193a-5p 1.97 2.40E-11 1.25E-08
hsa-miR-2110 1.03 1.87E-05 7.30E-04
hsa-miR-27a-5p 1.57 7.75E-05 1.92E-03
hsa-miR-320a-3p 1.41 2.11E-05 7.30E-04
hsa-miR-320b 1.51 4.45E-06 2.94E-04
hsa-miR-320c 2 5.63E-07 5.85E-05
hsa-miR-320d 1.94 2.48E-07 3.22E-05
hsa-miR-378d 1.53 6.97E-06 4.03E-04
hsa-miR-4433b-3p -1.4 9.69E-04 1.68E-02
hsa-miR-483-5p 1.76 2.18E-03 2.70E-02
hsa-miR-543 -1.09 7.03E-04 1.26E-02
hsa-miR-576-3p 1.57 7.13E-09 1.24E-06
hsa-miR-629-5p 1.2 1.18E-06 1.02E-04

Tabelle 6 — Gruppenspezifisch exprimierte miRNAs. Hier im Vergleich BAA zu der Kontrollgruppe. 47

Von den 14 spezifischen miRNAs in der Patientengruppen BAA wiesen 12 miRNAs eine
vermehrte Expression auf und 2 miRNAs eine verminderte Expression beim Vergleich mit den
Patienten aus der Kontrollgruppe. Die miR-193-5p zeigte eine fast 4-fache Steigerung seiner

Expression (Tabelle 6).
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KHK vs. Kontrollgruppe

miRNAs KHK vs. Kontrollgruppe log2FC p-Wert p-Wert (korr.)

hsa-miR-193a-5p 1.23 1.93E-05 0.00289
hsa-miR-320a-3p 1.04 1.31E-03 0.02696
hsa-miR-320b 1 1.93E-03 0.03586
hsa-miR-320d 1.23 8.42E-04 0.01865
hsa-miR-370-3p -1.22 1.48E-04 0.0074

hsa-miR-378d 1.02 2.40E-03 0.03954
hsa-miR-409-3p -1.24 5.08E-05 0.00607
hsa-miR-493-3p -1.22 5.39E-04 0.01666
hsa-miR-495-3p -1.16 7.12E-04 0.01793
hsa-miR-543 -1.09 5.57E-04 0.01666

Tabelle 7 — Gruppenspezifisch exprimierte miRNAs. Hier im Vergleich KHK zu der Kontrollgruppe. 47

In der KHK-Gruppe war die Expression von 5 miRNAs hochreguliert und von 5 miRNAs
herunterreguliert (Tabelle 7). In der Patientengruppe Karotisstenose waren 7 der 10

gefundenen miRNAs herunterreguliert (Tabelle 8).

Karotisstenose vs. Kontrollgruppe

miRNAs Karotisstenose vs. Kontrollgruppe log2FC p-Wert p-Wert (korr.)
hsa-miR-193a-5p 1.36 7.11E-06 0.00542
hsa-miR-27a-5p 1.15 5.00E-03 0.08657
hsa-miR-320d 1.14 3.24E-03 0.06682
hsa-miR-335-3p -1.03 5.22E-04 0.03615
hsa-miR-381-3p -1.15 2.77E-04 0.03615
hsa-miR-493-3p -1.05 4.72E-03 0.08358
hsa-miR-493-5p -1.27 1.17E-03 0.04529
hsa-miR-495-3p -1.16 1.39E-03 0.04529
hsa-miR-543 -1.08 1.13E-03 0.04529
hsa-miR-654-3p -1.14 6.19E-04 0.03931

Tabelle 8 — Gruppenspezifisch exprimierte miRNAs. Hier im Vergleich Karotisstenose zu der Kontrollgruppe. 47

pAVK vs. Kontrollgruppe
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miRNAs pAVK vs. Kontrollgruppe log2FC p-Wert p-Wert (korr.)
hsa-miR-193a-5p 1.84 6.22E-10 3.98E-07
hsa-miR-199a-5p -1.14 3.31E-05 2.65E-03
hsa-miR-215-5p -1.01 1.27E-04 5.09E-03
hsa-miR-3168 2.38 7.20E-05 4.19E-03
hsa-miR-320a-3p 1.49 7.07E-06 7.54E-04
hsa-miR-320b 1.31 8.15E-05 4.35E-03
hsa-miR-320c 1.22 2.45E-03 4.49E-02
hsa-miR-320d 1.42 1.81E-04 6.51E-03
hsa-miR-4433b-3p -1.68 9.01E-05 4.44E-03
hsa-miR-576-3p 1.46 1.07E-07 3.41E-05
hsa-miR-582-3p 1.08 4.23E-04 1.13E-02
hsa-miR-629-5p 1.2 1.35E-06 2.15E-04
hsa-miR-769-5p 1.01 3.36E-03 5.24E-02

Tabelle 9 — Gruppenspezifisch exprimierte miRNAs. Hier im Vergleich pAVK zu der Kontrollgruppe. 47

Beim Vergleich der pAVK-Patientengruppe mit der Kontrollgruppe konnte festgestellt werden,

dass die Expression von 10 der 13 pAVK-spezifischen miRNAs hochreguliert war und 3

miRNAs eine verminderte Expression gezeigt haben. Die miR-3168 war im Gruppenvergleich

dabei fast um das 5-fach erhoht.

log2FC

Legende

Aneu
B Arterioskl.
B KHK
B Carotis
B pAVK

Abbildung 13 — Grafische Darstellung der log2FC-Werte der gefilterten miRNAs. Dargestellt sind hier die Unterschiede zwischen

allen Erkrankungsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. 47
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Zusétzlich wurde eine Uberlappungsanalyse durchgefiihrt. Diese Analyse erfolgte mit noch
einmal strengeren Filterkriterien (log2FC Anderung = |1|, adjustierter p-Wert (Benjamini &
Hochberg) < 0,1 und Basismittelwert = 50). Es konnten dabei tiberlappende Expressionsprofile
zwischen den Patientengruppen und eindeutig differenzierte, krankheitsspezifisch exprimierte

miRNAs identifiziert werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 als Venn-Diagramm

aufgetragen.
Carotis vs. Kontrolle
PAVK vs. Kontrolle
Aneu vs. Kontrolle KHK vs. Kontrolle
3 2
miR-335-3p miR-122-5p miR-370-3p miR-199a-5p
miR-381-3p miR-2110 miR-409-3p miR-215-5p
miR-493-5p mIR-483-Sp miR-3168
MiR-654-3p miR-582-3p
miR-769-5p

Abbildung 14 — Venn-Diagramm als Ergebnis der Uberlappungsanalyse. 4

Es zeigt sich, dass die miRNAs miR-122-5p, miR-2110 und miR-483-5p ausschliel3lich bei
Patienten mit einem abdominellen Aneurysma vorkommen. Die miRNAs miR-335-3p, miR-
381-3p, miR-493-5p und miR-654-3p wurden spezifisch bei Patienten mit eine Carotisstenose
und die miRNAs miR-370-3p und miR-409-3p bei Patienten mit einer KHK gefunden. Des
Weiteren konnte bestimmt werden, dass die miRNAs miR-199a-5p, miR-215-5p, miR-3168,
miR-582-3p und miR-769-5p ausschliel3lich bei Patienten mit einer pAVK vorhanden sind.
Zwei miRNAs sind wieder in allen Patientengruppen gefunden worden - die miR-193-5p und

die miR-320d.
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9.5 Differenzielle Expressionsanalyse als primarer Auswertungsansatz

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der differenziellen Expressionsanalyse
(DEG-Analyse) der  zirkulierenden  miRNAs  zwischen  Patienten mit  einer
arterioskleroseassoziierten Erkrankung und der gesunden Kontrollgruppe. Dieser Ansatz
wurde bewusst so gewahlt, da er im Gegensatz zu reinen Mittelwertvergleichen eine statistisch
robuste Identifikation konsistent regulierter miRNAs erlaubt und dabei sowohl eine Streuung
als auch eine multiple Testung bertcksichtigt. Die DEG-Analyse ermdglicht es miRNAs zu
identifizieren die systematisch mit arteriosklerotischen Manifestationen assoziiert sind. Durch
die Anwendung etablierter statistische Korrekturverfahren konnte sichergestellt werden, dass
die berichteten Effekte nicht zufilligen Schwankungen beruhen, sondern reproduzierbare

Expressionsunterschiede widerspiegeln.

9.6 Einordnung der Mittelwertanalysen als erganzende Zusatzanalyse

Erganzend zur durchgefiihrten DEG-Analyse sind Mittelwertvergleiche der miRNA-Expression
durchgefiihrt worden. Dabei lag der Fokus auf zwei untersuchte miRNAs: die miR-193a-5p und
die miR-320d, da diese beiden miRNAs im Rahmen der DEG-Analyse in allen Subgruppen im
direkten Gruppenvergleich mit der Kontrollgruppe eine verstéarkte Expression aufweisen
konnten. Diese Mittelwertanalysen dienen ausdriicklich nicht der primaren
Hypothesenlberprifung, sondern wurden als deskriptive Zusatzinformation eingesetzt, um die
Richtung und die Gréfenordnung der durch die DEG-Analyse identifizierten Effekte

anschaulich zu unterstitzen.

Im Vergleich zur DEG-Analyse sind Mittelwertanalysen methodisch limitiert, dass sie keine
multiple Testkorrektur, keine Modellierung der Varianzstruktur und keine Gewichtung einzelner

Proben vornehmen. Entsprechend koénnen sie starker durch Ausreiller und
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Stichprobenumfang beeinflusst werden, weshalb die Ergebnisse der Mittelwertanalysen

ausschlieBlich als erganzende Darstellung interpretiert werden sollen.

Die erhobenen Expressionsdaten wurden zunachst mithilfe das Kolmogorov-Smirnov-Tests auf
Normalverteilung Uberprift. Das Signifikanzniveau wurde auf a = 0,05 festgelegt. Fir die
Expression der miR-193a-5p ergab der Test sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der
Gruppe der Arteriosklerosepatienten keinen signifikanten Unterschied zur Normalverteilung (p
> 0,05), sodass in beiden Gruppen von einer Normalverteilung ausgegangen werden kann.
Daher konnten fir die Gruppenvergleich der Students-t-Test flr den Zweistichprobenvergleich
und fir die Subgruppenvergleiche der one-way ANOVA-Test angewendet werden. Die
Analyse bestatigte das Ergebnis der DEG-Analyse und ergab bei den erkrankten Probanden

eine nahezu doppelt so hohe Expression wie in der Kontrollgruppe.

Auch fir die Expression der miR-320d wurde eine Mittelwertanalyse durchgefuhrt. Zuvor
erfolgte ebenfalls eine Prifung auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test (a =
0,05). Dabei zeigte sich, dass die Annahme einer Normalverteilung fir die
Arteriosklerosegruppe verworfen werden muss (p < 0,05). Zusatzlich wurden die vier
Subgruppen der Arteriosklerosepatienten (BAA, KHK, KS und pAVK) separat auf
Normalverteilung untersucht. Fir die pAVK-Gruppe konnte ebenfalls keine Normalverteilung
angenommen werden (p < 0,05), wahrend flir die Gbrigen drei Gruppen eine Normalverteilung
vorlag (p > 0,05). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden flir Vergleiche mit Beteiligung der pAVK-
Gruppe nicht-parametrische Testverfahren angewendet (Mann-Whitney-U-Test bei
Zweistichprobenvergleichen sowie Kruskal-Wallis-Test bei Gruppenvergleichen). Fir die
Ubrigen Gruppen wurden parametrische Tests verwendet, namentlich der Student-t-Test bei
Zweistichprobenvergleichen sowie die einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) bei

Gruppenvergleichen.
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Die ergénzend durchgeflihrten Mittelwertanalysen zeigten sowohl fiir die miR-193a-5p als auch
fur die miR-320d insgesamt erhéhte mittlere Expressionswerte beim arteriosklerotischen
Patientenkollektiv im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Die Richtung der Mittelwertunterschiede
entsprach damit den Ergebnissen der differenziellen Analysen. Gleichzeitig war in beiden
Féllen eine ausgepragte individuelle Streuung der Messwerte erkennbar, was die

Heterogenitat der untersuchten Population widerspiegelt.

Beim Vergleich der Mittelwerte mit den klassischen kardiovaskuléren Risikofaktoren zeigte sich

kein einheitliches, klar trennbares Muster.

Folgende Risikofaktoren wurden in dieser Analyse untersucht:

e Patientenalter >= 70

e Geschlecht

e arterielle Hypertonie

e Diabetes mellitus

o stattgehabter oder bestehender Nikotinabusus
e BMI>=30

o Mittelwertanalyse fiir mehrfach bzw. zeitgleich vorliegende Risikofaktoren

Vielmehr zeigte sich fir beide miRNAs eine Tendenz fiir einen Zusammenhang der hier
untersuchten miRNAs mit einer Akkumulation mehrerer Risikofaktoren. Die Ergebnisse der

Untersuchungen sind in den Abbildungen 15 und 16 und die Tabellen 10 und 11 zu entnehmen.
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Expressionsmittelwerte der miR-193a-5p mit Bezug
auf vorliegende kardiovaskulare Risikofaktoren
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Abbildung 15 - Mittlerwertanalyse fiir die Expression der miR-193a-5p mit Bezug auf die erhobenen Risikofaktoren — inkl.
Standardfehler. RF >=3: Anzahl von 3 oder mehr gleichzeitig vorliegenden Risikofaktoren.

Patienten >= 70 Jahre vs. Patienten < 70 Jahre p =0.938
Méannlich vs. weiblich p=0.129
Arterielle Hypertonie vs. keine arterielle Hypertonie p=0.181
Diabetes vs. kein Diabetes p =0.082
Nikotinabusus vs. kein Nikotinabusus p =0.931
BMI >= 30 vs. BMI < 30 p = 0.058
>=3 RF vs. <3 RF p = 0.059

Tabelle 10 — p-Werte der t-test-Statistik beim Vergleich der miRNA-Expression der miRNA-193a-5p zwischen den Patienten mit
vorhandenem Risikofaktor und ohne vorhandenen Risikofaktor.
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Expressionsmittelwerte der miR-320d mit Bezug
auf vorliegende kardiovaskulare Risikofaktoren
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Abbildung 16 - Mittlerwertanalyse fiir die Expression der miR-320d mit Bezug auf die erhobenen Risikofaktoren — inkl.
Standardfehler. RF >=3: Anzahl von 3 oder mehr gleichzeitig vorliegender Risikofaktoren.

Patienten Uber 70 Jahre vs. Patienten unter 70 Jahre p=0.421
Mannlich vs. weiblich p=0.798
Arterielle Hypertonie vs. keine arterielle Hypertonie p = 0.366
Diabetes vs. kein Diabetes p=0.873
Nikotinabusus vs. Nichtraucher p=0.474
BMI tber 30 vs. BMI unter 30 p =0.634
Drei oder mehr RF vs. weniger als 3 RF p=0.738

Tabelle 11 — p-Werte der t-test-Statistik bei den Vergleichen der miRNA-Expression fiir die miR-320d in Bezug auf die erhobenen
Risikofaktoren.

Aufgrund der fehlenden multiplen Testkorrektur und der hohen Varianz sind die
Mittelwertanalysen weder fir die miR-193a-5p noch fiir die miR-320d als eigenstandiger
statistische Nachweis zu interpretieren. |hr Beitrag liegt vielmehr in der deskriptiven
Einordnung und unterstiitzen damit die Ergebnisse der DEG-Analyse indem sie zeigen, dass
die identifizierten miRNAs auch auf Mittelwertebene mit arteriosklerotischen Erkrankungen und
der Prasenz kardiovaskulérer Risikofaktoren assoziiert sind. Die zentrale Evidenz dieser Arbeit
bleibt jedoch die robuste DEG-Analyse, auf dessen Grundlage auch die nachfolgende

Diskussion erfolgt.
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10. Diskussion

10.1 Kritisches Reassessment des Studiendesigns und der Methodik

Im Rahmen dieser Studie wurden aus dem Blutserum von insgesamt 134 Probanden mit einer
arteriosklerotischen Erkrankung miRNA-Expressionsprofile herausgefiltert und analysiert.

Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf vier unterschiedliche Krankheitsbilder gelegt:

e Bauchaortenaneurysma (BAA)
o Karotisstenose (KS)
e Koronare Herzkrankheit (KHK)

e Periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)

Um einen Vergleich herstellen zu kénnen, wurden zusatzlich miRNA-Expressionsprofile von 32
gesunden Patienten untersucht (Kontrollgruppe). Dabei erfolgte sowohl ein Vergleich der
miRNA-Expression der einzelnen Erkrankungsgruppen untereinander als auch mit der
Kontrollgruppe. Ziel der Studie war es spezifische miRNA-Profile oder auch einzelne
spezifische miRNAs als potenzielle Biomarker zur Identifikation spezieller arteriosklerotischer
Prozesse, Krankheiten und Risikoprofile zu identifizieren. Mit einer Studienstarke von 134
Patienten wurde eine gute Grundlage fir eine signifikante Aussagekraft gelegt. In
vergleichbaren Arbeitsgruppen wurde mit deutlich kleineren Kohorten gearbeitet. *° Es finden
sich jedoch auch Studien mit einer deutlich gréReren Teilnehmerzahl — allerdings bezog sich
das Studiendesign dann zumeist auf ein einzelnes Erkrankungsbild oder auf die Untersuchung

von einzelnen, spezifischen miRNAs. *°

Das Erkrankungsbild ,Arteriosklerose” ist eine systemische Erkrankung, die sich Uber einen
langen Zeitraum entwickelt und erst in einem fortgeschrittenen Stadium klinische
Manifestationen aufweist. Trotz intensiver Bemihungen im Rahmen der Patientenrekrutierung

ein Patientenkollektiv mit einem isolierten, arteriosklerotischen Krankheitsbild herauszufiltern,
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ist ein vollstandiger Ausschluss von weiteren, in dieser Studie ebenfalls untersuchten
Krankheitsbildern nahezu unmdglich. Obwohl heutzutage im klinischen Alltag versucht wird
durch Screeningverfahren eine Krankheitsfriherkennung zu ermdéglichen (Ultraschall der
Karotiden, Ultraschall der Aorta abdominalis), kommt es haufig erst zur Diagnosestellung bei
einsetzender oder zunehmender klinischer Auffalligkeit. Zudem basiert das Krankheitsbild
»Arteriosklerose® auf einem pathologischen Prozess auf zelluléarer Ebene, der bereits Einfluss
auf eine Serumanalyse der miRNA-Expression nehmen kann. Folglich kann das zu
Uberschneidungen bei den Ergebnissen der miRNA-Isolation fiihren. Es ist davon auszugehen,
dass zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses nur selten eine einzige, isolierte
arteriosklerotische Erkrankung vorliegt. Das kénnte eine mégliche Erklarung sein, warum die
Zahl der krankheitsspezifischen miRNAs klein ausgefallen ist. Dieser Punkt muss bei der

Betrachtung und der Diskussion der Ergebnisse stets bedacht werden.

In der Literatur finden sich viele miRNA-Studien zum Thema , Arteriosklerose”. Allerdings
werden zumeist nur einzelne, spezielle miRNAs auf ihren regulatorischen Einfluss auf zelluléarer
Ebene untersucht oder aber nur einzelne Erkrankungsbilder untersucht. Mit der Suche nach
krankheitsspezifischen miRNA-Expressionsmustern bei gleich mehreren Krankheitsbildern
wurde mit dieser Arbeit ein neuer Schritt in der miRNA-Forschung bei Arteriosklerose gewagt.
Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnten den Anlass fiir weitere Forschung im Bereich der miRNA

Diagnostik bei Patienten mit Arteriosklerose geben.

Mit Studieneinschluss erfolgte bei jedem Patienten entweder vor einer geplanten Intervention
oder vor einem elektiven operativen Eingriff im Rahmen der stationéren oder préastationaren
Aufnahme eine vendse Blutentnahme. Hier ist es noch einmal wichtig darauf hinzuweisen, dass
das Krankheitsstadium der Patienten zum Studienstart nicht unterschieden wurde. Eine
Differenzierung anhand der klinischen Auspragung ist ebenfalls nicht erfolgt. Die Daten fiir das
Krankheitsstadium wurden zwar im Rahmen der Patientenaufnahme mit erhoben, allerdings

hatte fur eine Analyse der miRNA-Expression in den vereinzelten Krankheitsstadien eine
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Unterteilung in viele weitere, deutlich kleineren Subgruppen erfolgen missen. Fir valide
Studienergebnisse ware dementsprechend eine deutlich héhere Patientenzahl erforderlich
gewesen. Das hat zur Folge, dass die exprimierten miRNA-Profile im Rahmen dieser Studie
unterschiedliche Krankheitsstadien und -auspragungen beinhalten. Die Untersuchung von
miRNA-Expressionsprofile  in  den unterschiedlichen Stadien der untersuchten

Erkrankungsbilder bietet eine gute Basis fur weiterfihrende Untersuchungen.

Die Isolation von Exosomen erfolgte aus den Serumproben der Patienten. Durch die
Verwendung von Serumproben besteht das Risiko, dass durch im Blut enthaltene
Thrombozyten zuséatzliche extrazellulare Vesikel mit weiteren Mikropartikeln freigesetzt
werden und damit das Ergebnis verfalschen kénnten. Daher scheint auf den ersten Blick die
Verwendung von Blutplasma als die sinnvollere Variante. Allerdings konnten in einer Studie
von George et al. erfolgreich nachgewiesen werden, dass nach einer sich der Blutentnahme
anschlieRenden Zentrifugation der frisch entnommenen Serumproben und der Uberfiihrung
des zentrifugierten Uberstands in ein neues GefaR kein signifikanter Unterschied zwischen

Blutserum und Blutplasma im Hinblick auf den Mikropartikelgehalt besteht. *'

Bei der Zentrifugation des Blutmaterials gilt es zu beachten, dass in Abhdngigkeit der
Zentrifugationsgeschwindigkeit immer ECVs im Zellpellet enthalten sein kénnten. Bei einer
Zentrifugation im niedrigen Drehzahlbereich besteht die Mdglichkeit, dass gro3e ECVs mit
abzentrifugiert werden. Bei héheren Beschleunigungskraften kénnen auch sehr kleine ECVs
im Pellet vorhanden sein. Ublicherweise wird in &hnlichen Studien eine
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 10.000 — 20.000xG verwendet. > Deswegen haben auch
wir fur die ECV-Isolation eine entsprechende Geréateeinstellung gewahlt. Diese entsprechen im

Ubrigen auch den Empfehlungen des Kit-Herstellers.
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Die anschlieBende Lagerung bis zur Weiterverarbeitung der zentrifugierten Serumproben im
Labor erfolgte in einem Gefrierschrank bei etwa -80°C. Es ist bekannt, dass bei einer Lagerung
des PAXgene® Blood RNA Systems bei Temperaturen unter -20°C eine Aufbewahrung Gber
einen Zeitraum von bis zu acht Jahren problemlos méglich ist. Es handelt sich dabei um eine

bereits erfolgreich etablierte Arbeitsmethode. 6,4

Die Serumproben wurden in vier einzelnen Sequenzierungsdurchldufen untersucht. Dabei
wurde — sofern mdglich — auf eine gleiche Verteilung der Sub- und Kontrollgruppen tber die
vier Laufe geachtet mit dem Ziel einen Batch-Effekt zu vermeiden. % Zur Filterung der
Exosomen aus den extrahierten ECVs wurde mit dem ,miRCURY™ Exosome Isolation Kit"
gearbeitet. Das Kit verwendet die Methode der Polymerprazipitation. Es handelt sich dabei um

ein einfach umsetzbares, zeitsparendes Verfahren von hoher Effektivitat. 52,5,

Far eine quantitative und qualitative Untersuchung der isolierten Proteine stehen optische und
nicht-optische Verfahren zur Verfiigung. Die Elektronenmikroskopie ist ein wissenschaftlich
etabliertes optisches Verfahren. In unserer Studie wurde die Transmissionselektromikroskopie
eingesetzt (TEM). Dabei ist es moglich Proteine mit Hilfe von Eletronenstrahlen mit einer
Auflésung bis zu 0.045nm darzustellen. Bei biologischen Materialien liegt die
Beschleunigungsspannung dabei im Bereich von 80-120kV. ** Anhand der GrdéRe der
beobachteten Vesikel wurde vermutet, dass die Isolation der Exosomen mit Hilfe des
verwendeten Kits erfolgreich war. 333" Zur Bestatigung dieser Annahme wurde zusétzlich ein
Western Blot durchgefiihrt. Zum Nachweis der Existenz wurden Standardmarker verwendet,
die bereits in vielen anderen Studien erfolgreich zur Anwendung kamen (CD63, CD81 und
TSG101). Bedenken sollte man jedoch, dass im Rahmen eines Western Blots lediglich der
Nachweis mdglich ist, dass es sich um Proteine handelt. Uber die Herkunft, also aus Exosomen,
anderen Vesikeln oder aus Verunreinigungen kann in diesem Verfahren keine Aussage
getroffen werden. Daher ist die Anwendung lediglich in Kombination mit anderen — in diesem

Fall einem optischen Verfahren sinnvoll. *2
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10.2 Diskussion der anamnestischen Parameter

Zur Durchfiihrung dieser Studie wurden insgesamt 134 Patienten mit einer arteriosklerotischen
Erkrankung rekrutiert. Zusatzlich wurde eine Kontrollgruppe mit 32 gesunden Probanden als
Vergleichsgruppe herangezogen. Betrachtet man die Geschlechterverteilung unter den 134
Arteriosklerosepatienten fallt auf, dass es sich bei 99 der 134 Patienten um Manner handelt.
Das mannliche Geschlecht gilt als ein klassischer Risikofaktor fur die Ausbildung von
Arteriosklerose. ¢ Das zeigen auch diverse Arbeiten und Publikationen mit Bezug auf das
Erkrankungsbild der Arteriosklerose. ?” In Bezug auf das Patientenalter lasst sich festhalten,
dass der Altersmittelwert aller Patienten mit einer arteriosklerotischen Erkrankung bei knapp
Uber 70 Jahren liegt. Bei drei der vier untersuchten Erkrankungsbildern liegt der

Altersmittelwert auf einem ahnlichen Niveau:

e BAA: 71Jahre
e pAVK: 70 Jahre

e KHK: 69 Jahre

Der Altersmittelwert in der Patientengruppe ,Karotisstenose” liegt bei 73 Jahren. Es ist
bekannt, dass sich Arteriosklerose vor allem mit steigendem Lebensalter manifestiert. Das

zeigte auch eine Umfrage mit mehr als 3 Millionen Teilnehmern in den USA.

Im Rahmen des Anamnesegesprachs wurde zudem das Vorliegen eines bekannten
Bluthochdrucks erfragt. Das Ergebnis zeigt: Bei etwas mehr als 75% aller Patienten lag zum
Aufnahmezeitpunkt eine arterielle Hypertonie vor. Der Anteil an Hypertoniepatienten zeigte
sich dabei in allen vier untersuchten Erkrankungsgruppen gleich. Das Kdrpergewicht der
Patienten wurde im Rahmen unserer Studie in Relation zur Kérpergréf3e beurteilt. Daflir wurde
fur jeden Probanden der BMI errechnet. Der BMI-Mittelwert aller Patienten lag bei 27.89. Die
groften BMI-Werte zeigten sich in den beiden Patientengruppen mit einer pAVK (29.45) und

einer KHK (29.50). Der Zusammenhang von Adipositas und arteriosklerotischen Erkrankungen
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ist seit mehr als 50 Jahren bekannt. ¢ Weitere erfragte Risikofaktoren bei Studienaufnahme
waren ein vorliegender, typenunabhangiger Diabetes mellitus und ein bestehender oder aber
stattgehabter Nikotinabusus. In beiden Fallen war der gréRte Patientenanteil ebenfalls in der
pAVK- und in der KHK-Patientengruppe zu finden (siehe Abbildungen 7 — 10). Durch eine
Analyse der anamnestisch erhobenen Risikofaktoren wird deutlich, dass in unserer
Patientengruppe Risikofaktoren gehauft als geblindeltes Cluster vorliegen. Etwa 65% aller
Probanden hatten zum Einschlusszeitpunkt mindestens 3 oder mehr Risikofaktoren (Abbildung
11). Das zeitgleiche Auftreten mehrerer bekannter Risikoprofile flir Arteriosklerose erhéht die
Haufigkeit, wie auch das Spektrum von kardiovaskuldren Erkrankungen. % Bluthochdruck,
Diabetes und Rauchen gelten vor allem fir die koronare Herzerkrankung als starke
Risikofaktoren — insbesondere bei einem Auftreten der Risikofaktoren als gemeinsamer
Cluster. % Ferrannini und Cushman haben gezeigt, dass bei bekanntem Typ-2-Diabetes die
Pravalenz einer arteriellen Hypertonie bei etwa 70% liegt. *° Eine in Pittsburgh durchgefiihrte
Studie zur Epidemiologie von Diabetes hat gezeigt, dass das gemeinsame Auftreten von einem
Diabetes mellitus und einer arteriellen Hypertonie zu einer deutlich héheren Morbiditat und
Mortalitat bei einer arteriellen Verschlusskrankheit der unteren Extremitat fihrt. © Das
zeitgleiche Vorliegen einer Hypertonie, einer gestdorten Glucosetoleranz (bzw. Diabetes
mellitus), einer abdominellen Fettleibigkeit / zentralen Adipositas und steigendem BMI, sowie
einer Fettstoffwechselstérung bezeichnet man auch als metabolisches Syndrom. Dabei handelt
es sich um ein sehr aktuelles und beliebtes Thema im Bereich der Untersuchung bei der
Atiologie von kardiovaskuldren Erkrankungen. Das Zusammenspiel dieser Komorbiditaten stellt
einen pathologischen Zustand dar, der das Risiko fir die Entwicklung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen deutlich erhéht. > Doch trotz zahlreicher Forschungen ist es bis heute weiterhin
unklar, wie das gleichzeitige Zusammenwirken das Auftreten und Fortschreiten von

arteriosklerotischen Erkrankungen fordert.
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10.3 Diskussion der miRNA-Expressionsprofile

Der Vergleich der miRNA-Expressionsprofile zwischen der Arteriosklerosegruppe und der

Kontrollgruppe ergab zunachst 114 unterschiedlich exprimierte miRNAs. Die Anwendung von

im Vorfeld definierten Filterkriterien (log2FC |1|, angepasster p-Wert < 0,1 und Basismittelwert

= 50) konnten 27 verschieden miRNAs standhalten (Tabelle 12).

miRNAs Arteriosklerose vs. Kontroligruppe

Gefunden in den Subgruppen

hsa-miR-122-5p
hsa-miR-193a-5p
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-2110
hsa-miR-215-5p
hsa-miR-27a-5p
hsa-miR-3168
hsa-miR-320a-3p
hsa-miR-320b
hsa-miR-320c
hsa-miR-320d
hsa-miR-335-3p
hsa-miR-370-3p
hsa-miR-378d
hsa-miR-381-3p
hsa-miR-409-3p
hsa-miR-4433b-3p
hsa-miR-483-5p
hsa-miR-493-3p
hsa-miR-493-5p
hsa-miR-495-3p
hsa-miR-543
hsa-miR-576-3p
hsa-miR-582-3p
hsa-miR-629-5p
hsa-miR-654-3p
hsa-miR-769-5p

BAA

BAA; KHK; KS; pAVK
pAVK

BAA

pAVK

BAA

pAVK

BAA; KHK; pAVK
BAA; KHK; pAVK
BAA; pAVK
BAA; KHK; KS; pAVK
KS

KHK

BAA; KHK

KS

KHK

BAA; pAVK

BAA

KHK; KS

KS

KHK; KS

BAA; KHK; KS
BAA; pAVK
pAVK

BAA; pAVK

KS

pAVK

Tabelle 12 - Unterschiedlich exprimierte miRNAs zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe nach Anwendung der
oben genannten Filterkriterien. Hervorgehoben sind die miRNAs, die entweder in vier Subgruppen oder nur in einer einzelnen

Gruppe nachgewiesen werden konnten.
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Diese Ergebnisse wurden im Anschluss noch ein zweites Mal gefiltert (log2FC = |1]|, adjustierter
p-Wert (Benjamini & Hochberg) < 0,1 und Basismittelwert = 50). 16 miRNAs hielten dieser
letzten Filterung stand und konnten im Rahmen einer Uberlappungsanalyse den einzelnen
Krankheitsbildern zugeordnet werden (siehe Tabelle 12 — fettgedruckt -). Lediglich die miR-
193a-5p und die miR-320d zeigten in allen vier untersuchten Erkrankungsgruppen eine
signifikant veréanderte Expression gegentber der Kontrollgruppe. Zudem konnten unter den
genannten Filterkriterien einige gruppenspezifische miRNAs detektiert werden: Die miRNAs
hsa-miR-122-5p, hsa-miR-2110, hsa-miR-27a-5p und hsa-miR-483-5p flr die BAA-Gruppe. Die
miRNAs hsa-miR-335-3p, hsa-miR-381-3p, hsa-miR-493-5p und hsa-miR-654-3p fiir die KS-
Gruppe. Die miRNAs hsa-miR-370-3p und hsa-miR-409-3p fir die KHK-Gruppe und die
miRNAs hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-3168, hsa-miR-582-3p und hsa-miR-769-5p fiir die pAVK-
Gruppe. Es hat sich gezeigt, dass einige der identifizierten miRNAs bereits in anderen Studien
mit arteriosklerotischen Prozessen in Verbindung gebracht werden konnten. Das untermauert

die Relevanz der Ergebnisse.

Unsere Analyse ergab, dass die miR-381-3p beim Vergleich mit der Kontrollgruppe
herunterreguliert war (p = 0.036). Die miR-381-3p wurde in der Studie als spezifischer Marker
in der Karotisstenose-Gruppe gefunden. Im Rahmen einer Zellkulturstudie mit glatten,
vaskuldren Muskelzellen konnte diese miRNA mit diversen arteriosklerotischen Prozessen in
Verbindung gebracht werden - allen voran mit oxidativem Stress und mit der Migration von
Immunzellen. Zhu und Kollegen gelang dabei der Nachweis, dass die miR-381-3p
Prozessablaufe im Rahmen der Entziindungsreaktion, sowie die Proliferation und Migration von
Immunzellen erfolgreich unterdriickt. ®' Dabei handelt sich um zwei wichtige Prozesse fiir die
Entstehung von Arteriosklerose. Die miR-27a-5p wurde ebenfalls bereits mit
arteriosklerotischen Prozessen verknlpft. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die miR-27a-
5p entscheidende Rollen im Fettstoffwechsel, bei oxidativem Stress und bei Insulinresistenz

spielt.
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Interessant ist auch das Ergebnis fir die miRNA hsa-miR-2110. Sie wurde im Rahmen dieser
Studie als spezifische miRNA bei der Bauchaortenaneurysma-Patientengruppe detektiert, und
war im direkten Vergleich mit der Kontrollgruppe vermehrt exprimiert (p = 0.007). Die miR-
2110 konnte in einer anderen Arbeit bereits mit Arteriosklerose und einem
Bauchaortenaneurysma in Verbindung gebracht. Azuma und Kollegen und die Arbeitsgruppe
um Anja Hofmann haben herausgefunden, dass die die miR-2110 einen regulatorischen
Einfluss hat auf die Exprimierung des zytoprotektiven Enzyms Ham-Oxygenase-1 hat. Dieses
Enzym wird durch erhdhte Fluss- und Entziindungsreize am Gefal3system hochreguliert.
Zusatzlich wurde herausgefunden, dass eine verminderte HO-1-Expression die Entwicklung

von abdominellen Aortenaneurysmen foérdert. 3,54

Fir die miRNA hsa-miR-378d konnten im Rahmen der Sequenzierung spezifische
Expressionsmuster in der BAA- und der KHK-Patientengruppe festgestellt werden. In einer
Arbeit von Weber und Kollegen wurde fiir die miR-378d eine veranderte Expression bei einem
Vergleich von Patienten mit angiografisch signifikanter KHK und einer Kontrollgruppe
nachgewiesen. AulRerdem hat die Arbeitsgruppe festgestellt, dass die Expression der miR-
378d durch eine medikamenttse Therapie beeinflussbar zu sein scheint. % Viele unserer
Studienteilnehmer waren bereits durch ihr Vorerkrankungsprofil medikamentds eingestellt.
Dabei handelte es sich haufig um klassische Medikationsprofile im Rahmen von
kardiovaskuldren Erkrankungen: Antihypertensiva verschiedener Klassen, Diuretika,
Antiarrhythmika verschiedener Klassen und Antidiabetika sowie Insuline. Der Einfluss der
medikament®sen Therapie auf die miRNA-Expression, in diesem Fall speziell fir die miR-378d

bietet einen interessanten Ansatzpunkt fir weitere Untersuchungen.

Mit der hsa-miR-370-3p (p = 0.007) und der hsa-miR-409-3p (p = 0.006) haben wir zwei
spezifische miRNAs in der KHK-Patientengruppe gefunden. Beide miRNAs waren beim
Vergleich mit der Kontrollgruppe geringer exprimiert. Und beide miRNAs sind in anderen

Forschungsgruppen sowohl mit Arteriosklerose als auch mit der koronaren Herzerkrankung in
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Verbindung gebracht worden. So wurde in einer Arbeit von Gao Jie und Kollegen die miR-370-
3p mit einer KHK in Verbindung gebracht. Als Regulator nimmt diese miRNA Einfluss auf die
Translation des Proteins Apelin. Ein Zusammenhang von veranderten Apelinspiegeln bei einem
Vergleich zwischen KHK-Patienten und gesunden Patienten konnte ebenfalls nachgewiesen
werden. ® AuRBerdem haben Namazi und Kollegen eine Korrelation von erhohten
Apelinspiegeln im Serum von KHK-Patienten und der Ausprdgung der Koronarstenosen

herstellen kénnen. &

Die miR-199a-5p ist im Rahmen dieser Studie als pAVK-assoziierte miRNA in Erscheinung
getreten. Eine experimentelle Arbeit von Zhang und Kollegen zeigt, dass makrophagen-
abgeleitete extrazelluldre Vesikel die miR-199a-5p enthalten und gezielt auf Endothelzellen
wirken. Dort moduliert die microRNA proinflammatorische Signalwege und damit an der

Pyroptose von Endothelzellen maRgeblich beteiligt.

Im Rahmen dieser Studie konnten beim Vergleich zwischen Patienten mit einer
arteriosklerosebedingten Erkrankung und der gesunden Kontrollgruppe sowohl die miR-193a-
5p als auch die miR-320d im Serum signifikant erhéht nachgewiesen werden. Diese
Hochregulation zeigte sich Uber aller vier Manifestationsformen der Arteriosklerose hinweg.
Diese Richtungsstabilitdt legt nahe, dass es sich bei den beiden miRNAs um einen
systemischen Marker fir das arteriosklerotische Erkrankungsbild handelt. Diese Annahme

lasst sich auch mit anderen wissenschaftlichen Arbeiten in den Kontext setzen.

So hat eine erst kirzlich publizierte Studie zur Identifikation von miRNA-Biomarkern in
extrazellularen Vesikeln und in gewonnenem Plaquematerial bei Patienten mit
symptomatischer Karotisstenose gezeigt, dass die miR-193a-5p nicht nur in Serumproben,
sondern auch in Plaquematerial signifikant erhdhte Expressionsmuster zeigt. Das legt eine
Verbindung zwischen lokaler Plaquebiologie und systemischer miRNA-Signatur nahe. Eine
durchgeflhrte Zielgen-Analyse dieser microRNA zeigte einen bestehenden Einfluss der miR-

193a-5p auf inflammatorische und vaskuléare Signalwege, die fur die Plaque-Entstehung und -
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Progression von zentraler Bedeutung sind. ®° In einer groR angelegten populationellen Analyse
wird gezeigt, dass die miR-193a-5p gemeinsam mit anderen mMiRNAs im Plasma mit
klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren assoziiert ist, vorwiegend mit einem erhéhten
Nuchternblutzucker. " Diese Assoziation ist auch in dieser Studie erkennbar bei der
Untersuchung der miR-193a-5p und den kardiovaskuldren Risikofaktoren, allerdings nur bei
einem erhéhten BMI (BMI > 30; p = 0.058), bei einem bestehenden Diabetes p = 0.082) und
bei dem zeitgleichen Auftreten von drei oder mehr Risikofaktoren (RF > 3; p = 0.059). Eine
statistische Signifikanz konnte hier allerdings nicht nachgewiesen werden. Dariiber hinaus gibt
es Arbeiten, die wiederum die funktionelle Rolle der miR-193a-5p untersucht haben. So ist es
Karlin und Kollegen der Nachweis gelungen in nephrologischen Modellen nachzuweisen, dass
die miR-193a-5p die Differenzierung von Podozyten moduliert und damit effektiv Einfluss
nehmen kdnnen auf die Zellproliferation, die auch bei der Entstehung der Arteriosklerose eine
wichtige Rolle spielen. "° Obwohl dieses Modell sich auf das renale System bezieht, so sind die
beschriebenen Mechanismen auch fir vaskuldre glatte Muskelzellen und Endothelzellen
relevant. Diese Befunde stlitzen die Annahme, dass die miR-193a-5p als regulatorische miRNA
an grundlegenden Prozessen beteiligt ist, die auch in der Pathogenese der Arteriosklerose

eine zentrale Rolle spielt.

Polini und Kollegen ist es gelungen der miR-193a-Familie eine relevante Rolle durch Einfliisse
auf mTOR-Signalwege bei der Tumorsuppression bei Hautkrebs zuzuordnen. Dabei handelt es
sich um eine Proteinkinase mit dem Namen mTOR (mechanistic target of rapamycin). Sie
besitzt unterschiedliche Aufgabe in der Proteinsynthese, der Zellteilung und der
Zellproliferation — allesamt Prozesse, die auch fir die Pathogenese der Arteriosklerose von

Bedeutung sind. ™

Auch die miR-320d zeigte in der Expressionsanalyse eine gruppenlbergreifend verstarkte
Expression, die in der Auspragung jedoch geringer ist als bei der miR-193a-5p ausfallt. Die

funktionelle Evidenz fiir eine direkte Spezifitdt als ein Marker fir ein arteriosklerotisches
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Erkrankungsbild fir diese miRNA ist bislang begrenzt. Vielmehr wird im Rahmen der aktuellen
Literatur die miR-320d als systemischer, vaskularer und kardiometabolischer Modulator
eingeordnet. In einer Ubersichtsarbeit zur Rolle der miR-320-Familie bei Arteriosklerose wird
beschrieben, dass sie Prozesse wie Cholesterin-Efflux, Makrophagenaktivierung und
endothelialer Funktion beeinflussen. Dabei handelt es sich um Prozesse, die fir die Entstehung
und Progression arteriosklerotischer Erkrankungen relevant sind. > Die miR-320-b wurde im
Rahmen der miRNA-Expressionsanalyse in den Patientengruppen BAA, KHK und pAVK
gefunden. In jeder dieser drei Gruppen war die miR-320-b beim Vergleich mit der
Kontrollgruppe vermehrt exprimiert (p(BAA) = 0.000294; p(KHK) = 0.035; p(pAVK) = 0.00435).
Zhang und Kollegen haben die miR-320-b bereits als potenziellen Biomarker fir
zerebrovaskulare Erkrankungen im Rahmen eines Schlaganfalls, sowie als Biomarker fir
Karotisstenosen assoziiert. ”® In dieser Studie konnte in der Gruppe der Patienten mit einer
Karotisstenose die miR-320-b keine signifikante Veranderung gefunden werden. Ein mdglicher
Grund daflr kdénnte die strengen Filterkriterien darstellen. Auch der Arbeitgruppe um Talevi
und Kollegen ist es gelungen die miR-320-Familie mit der Modulation von Gefal3funktionen bei

zerebrovaskularen Schadigungen in Verbindung zu bringen. ™

Vor diesem Hintergrund erscheint die in dieser Arbeit nachgewiesene Hochregulation der miR-
320d konsistent mit der Annahme, dass arteriosklerotische Erkrankungen nicht lokal begrenzte

Prozesse darstellen, sondern Ausdruck einer generalisierten vaskularen Pathologie sind.
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10.4 Kritische Hinterfragung des Studiendesigns

Viele der identifizierten miRNAs weisen niedrige differentielle Expressionswerte beim
Vergleich der Patientengruppen mit der Kontrollgruppe auf. Hier wére flr eine Validierung der
Ergebnisse die Untersuchung von Serumproben einer zweiten Patientengruppe erforderlich
und sinnvoll gewesen, da ein zweiter Datensatz aus einer sekundaren, unabhangigen
Patientenkohorte eine genauere und bessere Analyse verspricht. Eine Ausweitung unserer
Untersuchungen war jedoch aufgrund fehlender finanzieller Mittel nicht méglich. Des Weiteren
fehlt eine Differenzierung der miRNA-Expressionsmuster in Bezug auf das vorliegende
Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Studienaufnahme. Die Krankheitsstadien wurden zwar
erfasst und protokolliert. Eine Untersuchung in jeder der vier untersuchten
Erkrankungsgruppen héatte allerdings eine Unterteilung in viele weitere kleine Subgruppen zur
Folge gehabt. Fir valide Ergebnisse hatte es eine deutliche hdheren Patientenzahl benétigt.
Hier ergibt sich ein guter Ansatz fur weiterfihrende Studien fur miRNA-Expressionsmuster bei
arteriosklerotisch bedingten Erkrankungen. Das heif3t: folgende Studien sollten eine
Differenzierung unterschiedlicher Krankheitsstadien (pAVK-Stadien, Stenosierungsgrad der
Carotiden, Umfang des bestehenden Bauchaortenaneurysma, Stenosierungsgrad der
HerzkranzgefalRe) in Betracht ziehen und zum anderen auf funktionelle Analysen der hier

detektierten miRNAs abzielen.

Fir die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten miRNA-Extraktionssysteme liegen weder
herstellerseitige Validierungsdaten vor, noch exisitieren Literaturangaben zur analytischen
Varianz vor. Die verwendeten PAXgene Blood RNA-Systeme sind fiir die Stabilisierung
zellularer RNA im Vollblut validiert und zeichnen sich laut Herstellerangaben durch ein hohe
intra- und inter-assay-Reproduzierbarkeit aus. Es wird darauf verwiesen, dass die verbleibende
analytische Varianz mal3geblich durch praanalytische Faktoren wie Lagerung, Verarbeitung
und Zellzusammensetzung des Blutes beeinflusst wird. Dasselbe gilt fur das miCURY Exosome

Serum/Plasma Kit von Qiagen und das NucleoSpin miRNA Kit von Macherey-Nagel. Auch wird
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angegeben, dass bei Serum-/Plasmaanalysen von miRNAs und ECVs ein relevanter Anteil der
Varianz nicht die Laborarbeiten selbst, sondern auf die Extraktionsmethode zuriickzufiihren ist.
Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Studie auf eine streng standardisierte Praanalytik
geachtet, von der Blutentnahme, Uber die Probenverarbeitung und -lagerung bis hin zur
letztendlichen Analyse der Proben. Beziglich der durchgefiihrten Mittelwertanalysen bleibt
festzuhalten, dass diese im Rahmen dieser Studie lediglich als unterstiitzende deskriptive
Einordnung zu sehen sind und die Ergebnisse der Expressionsanalyse klar im Vordergrund
stehen, auch wenn die Richtung der Mittelwertanalysen den Ergebnissen der differenziellen

Expressionsanalyse entspricht.

Die Studie war als hypothesengenerierend ausgelegt mit dem Ziel, potenzielle Biomarker fr
verschiedene vaskuldre Manifestationen der systemischen Arteriosklerose zu identifizieren
und gefundene mMiRNA-Cluster mit dem arteriosklerotischen Risikoprofil der Patienten zu
vergleichen. Fir ein vollstandiges Biomarker-Panel flir Arteriosklerose und arteriosklerotische
Erkrankungen mussen weitere Studien durchgefiihrt werden. Jede miRNA kann eine grol3e
Anzahl von mRNA-Transkripten regulieren. Daher kann schon der kleinste Unterschied in der
Expression einer einzelnen miRNA eine enorme Veranderung auf zellularer Ebene und grolie
biologische Konsequenzen nach sich ziehen. Es ist davon auszugehen, dass einige der
identifizierten miRNAs tatsachlich flr das Screening von Patienten mit klinisch vermuteter

arteriosklerotischer Erkrankung nutzlich sein kbnnen.
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