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Abstract: Neutrophil extracellular traps (NETs) are DN A-protein structures released by neutrophils
in response to various stimuli, including oxidized, low-density lipoprotein (0xXLDL). Accumulating
evidence suggests a role for NETs in the pathogenesis of abdominal aortic aneurysm (AAA). In
this study, we investigated the potential association of lipoprotein particles and NETs in AAA in
comparison to non-AAA control groups. The concentrations of neutrophil myeloperoxidase (MPO),
the NET parameters citrullinated histone H3 (citH3) and circulating cell-free DNA (cfDNA), as well as
of blood lipids were determined in plasma or serum of patients with AAA (n = 40), peripheral artery
occlusive disease (PAD; n = 40) and healthy donors (1 = 29). A sandwich ELISA detecting oxidized
phosphatidylcholine in association with apolipoprotein B-100 (oxPL/apoB) was applied to measure
oxidized phospholipids in circulation. The effect of lipoparticles on NET formation was tested using
a DNA release assay with isolated human neutrophils. Plasma MPO, citH3 and cfDNA levels were
significantly increased in AAA patients in comparison to healthy donors and PAD patients. Plasma
concentrations of citH3 positively correlated with serum oxPL/apoB in AAA patients. In functional
in vitro assays, the addition of oxLDL induced NET formation in pre-stimulated neutrophils. In
conclusion, our data suggest a promoting role of oxXLDL on NET formation in AAA patients.

Keywords: abdominal aortic aneurysm; citrullinated histones; lipoproteins; neutrophil extracellular
traps; peripheral arterial occlusive disease

1. Introduction

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a precarious condition, as patients are often
asymptomatic, while the risk of rupture remains a constant threat and leads to death in 80%
of cases [1]. Therefore, it is vital to further improve our knowledge on the pathogenesis
of this aortic dilatation, so that future therapies can have a causal mode of action and be
effective before surgery is indicated.

It is known that immune cells, particularly neutrophils, accumulate in the intraluminal
thrombus and adventitia of the AAA and contribute to the progression of disease [2].
Neutrophils release proteolytic enzymes and cause oxidative stress, thereby promoting the
degradation of elastin fibers and the death of smooth muscle cells in the aortic wall [3,4].
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Activated neutrophils can form neutrophil extracellular traps (NETs), which are part
of the innate immune response in pathogen defense [5]. They are also implicated in disease
states of chronic inflammation such as atherosclerosis and AAA [6,7]. The backbone of
NETs is the expelled, negatively charged nuclear DNA (chromatin). Due to the web-like
structure, NETs function in the containment of pathogens. For the release of chromatin,
DNA has to be decondensed, which is promoted by the modification of histones, such as
citrullination via peptidylarginine deiminase 4 [8,9]. Hence, citrullinated histone H3 (citH3)
is considered a marker of NET formation. Moreover, NETs consist of many antimicrobial
substances such as neutrophil elastase, myeloperoxidase (MPO) and other neutrophil
proteins that are able to degrade virulence factors and kill bacteria [10,11].

Since NETs are not only involved beneficially in the antimicrobial defense but also
adversely contribute to the pathogenesis of various disorders, in particular cardiovascular
diseases (CVDs), they have been investigated in patients and preclinical disease models of
CVDs [12,13]. NETs and associated circulating blood components were found to indicate
severe coronary atherosclerosis in a prothrombotic state [14] as well as the extent and
prognosis of myocardial infarction [15,16]. Further studies revealed that NETs are also
involved in the pathomechanism of abdominal aortic aneurysms; NET inhibition in a
murine AAA model suggested an essential role of NETs in the initial disease phase and
identified IL-1f as an inducer of NET formation [17]. NETs were shown to promote the
activation of plasmacytoid dendritic cells and the production of type I interferon, which
stimulated AAA development by an increased inflammatory response [18]. In the analysis
of human AAA samples, the intraluminal thrombus and also the adventitia were found to
be enriched with NETs [19]. We have recently reported on elevated levels of citH3 in the
tissue and plasma of AAA patients, which showed considerable potential as a biomarker
and target to inhibit the progression of AAAs [20].

In cardiovascular diseases, different triggers of NET release have been identified [12];
elevated shear stress in arteries [21] and cholesterol crystals stimulate neutrophils to release
NETs [22]. Activated platelets are able to induce NET formation and in turn, NETs may
activate platelets and promote coagulation [23,24]. In vitro, NETs can be triggered by
various stimuli, of which the protein kinase C activator phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), the calcium ionophore A23187 and the endotoxin lipopolysaccharide (LPS) are
commonly applied [25,26]. Among the various NET stimuli, the effect of lipoprotein
particles on NET formation is of particular interest with respect to atherosclerosis and
CVD. Awasthi et al. reported that oxidized, low-density lipoprotein (oxLDL) stimulates
the formation of NETs via the TLR-PKC-IRAK-MAPK pathway and the activation of
NADPH-oxidase 2 [27]. More recently, Obama et al. showed that oxLDL enhances the
PMA-induced NET formation of HL-60 derived neutrophils when cells are pre-incubated
with the stimulus, then washed and subsequently exposed to oxLDL [28]. However, in vivo
evidence for an association of lipoprotein levels with NET factors in CVD is currently
still missing.

In our study, we thus aimed to compare the blood levels of NET and lipid parameters
in patients with distinct forms of CVD, i.e., AAA versus peripheral artery occlusive disease
(PAD), and in healthy donors. We hypothesized that circulating NET markers might be
particularly high in the AAA group and correlate with blood lipid levels, thus indicating a
potential in vivo link in this disease. Furthermore, we aimed to test in vitro whether the
cardiovascular-harmful oxLDL and the cardiovascular-protective, high-density lipopro-
tein (HDL) would exert antagonistic effects on NET formation to potentially corroborate
in vivo findings.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

The clinical study was approved by the Ethics Committee of the Medical University of
Vienna (no. 1729/2014) and conducted according to the principles of the Declaration of
Helsinki (and current amendments). Participants for the three study cohorts were recruited
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among Vascular Surgery, Visceral Surgery, Ophthalmology and Urology patients at the
Medical University of Vienna, Vienna General Hospital and included 40 AAA patients,
40 PAD patients and 29 healthy controls (Table 1). All gave informed written consent to

participate in the study.

Table 1. Demographics of study collectives.

Parameter Healthy (n = 29) PAD (n = 40) AAA (n = 40) p-Value (Groups)
n (%)

0.336 (H/AAA)

Sex (male) 26 (89.7%) 32 (80.0%) 32 (80.0%) 0.336 (H/PAD)
1.000 (PAD/AAA)

Smoker

never 9 (31.0%) 3 (7.5%) 3 (7.5%) 0.021 (H/AAA)

past 14 (48.3%) 24 (60.0%) 20 (50.0%) 0.036 (H/PAD)
current 6 (20.7%) 13 (32.5%) 17 (42.5%) 0.639 (PAD/AAA)

median (interquartile range)

0.123 (H/AAA)

Age (years) 66.6 (12.0) 72.7 (13.0) 71.8 (13.0) 0.243 (H/PAD)
0.630 (PAD/AAA)

0.585 (H/AAA)

Body mass index 26.5(5.3) 259 (4.1) 27.3 (5.6) 0.375 (H/PAD)
0.131 (PAD/AAA)

0.066 (H/AAA)

Pack years 25.0 (31.0) 37.0 (49.5) 40.0 (30.0) 0.073 (H/PAD)
0.942 (PAD/AAA)

p-values refer to group comparisons between the healthy (H), abdominal aortic aneurysm (AAA) and peripheral
artery occlusive disease (PAD) collectives by Chi square test or Fisher’s exact test for expected frequencies <5

(categorical variables) or Mann-Whitney U test (metric variables).

Inclusion criterion for AAA patients was the AAA diagnosis with a maximum abdom-
inal aortic diameter of >3 cm. Conversely, PAD patients with a confirmed hospital disease
record were recruited. The healthy cohort was defined as unaffected by cardiovascular
burden regarding clinically manifest disease such as myocardial infarction, coronary heart

disease, stents and coronary artery bypass grafts (Table 2).

Table 2. Comorbidities of study collectives, 1 (%).

Healthy PAD AAA

Parameter (1 = 29) (n = 40) (n = 40) p-Value (Groups)
<0.001 (H/AAA)

Hypertension 15 (51.7%) 36 (90.0%) 37 (92.5%) <0.001 (H/PAD)
1.000 (PAD/AAA)

<0.001 (H/AAA)

Hyperlipidemia 8 (27.6%) 37 (92.5%) 35 (87.5%) <0.001 (H/PAD)
0.712 (PAD/AAA)

1.000 (H/AAA)

PAD 0 (0%) 40 (100%) 0 (0%) <0.001 (H/PAD)
<0.001 (PAD/AAA)

<0.001 (H/AAA)

Coronary heart disease 0 (0%) 17 (42.5%) 20 (50.0%) <0.001 (H/PAD)

0.501 (PAD/AAA)
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Table 2. Cont.

Healthy PAD AAA

Parameter (1 = 29) (n = 40) (1 = 40) p-Value (Groups)

0.002 (H/AAA)

Myocardial infarction 0 (0%) 9 (22.5%) 13 (32.5%) * 0.008 (H/PAD)
0.339 (PAD/AAA)

0.014 (H/AAA)

Stent 0 (0%) 24 (60.0%) 9 (22.5%) * <0.001 (H/PAD)
0.002 (PAD/AAA)

Coronary artery bypass 0.506 (H/AAA)

y o yoyp 0 (0%) 3 (7.5%) 2 (5.0%) 0.258 (H/PAD)
& 1.000 (PAD/AAA)

0.051 (H/AAA)

Diabetes mellitus 3 (10.3%) 11 (27.5%) 12 (30.0%) 0.080 (H/PAD)
0.805 (PAD/AAA)

0.006 (H/AAA)

Nephropathy 3(10.3%) 10 (25.0%) 16 (40.0%) 0.124 (H/PAD)
0.152 (PAD/AAA)

. . 0.069 (H/AAA)

Chronic obstructive 1(3.4%) 13 (32.5%) 8 (20.0%) 0.003 (H/PAD)
pulmonary disease 0.204 (PAD/AAA)

1.000 (H/AAA)

Tumor (past >1 year) 5 (17.2%) 5 (12.5%) 6 (15.0%) 0.732 (H/PAD)
0.745 (PAD/AAA)

p-values refer to group comparisons between the healthy (H), abdominal aortic aneurysm (AAA) and peripheral
artery occlusive disease (PAD) collectives by Chi square test or Fisher’s exact test for expected frequencies < 5.
* indicates a missing entry for 1 AAA patient.

The exclusion criteria for all three cohorts comprised organ transplantation, recent
cancer and/or chemotherapy in the past year, autoimmune disease and chronic hematolog-
ical disease. For the cohorts of AAA patients and healthy controls, the presence of PAD
was excluded. Aneurysm morphology of AAA patients was determined using computed
tomography angiography (CTA) scans, while healthy controls underwent an ultrasound
examination to exclude the possibility of AAA. The PAD cohort had a pelvis/leg CTA scan
or comparable imaging in the recent past, which attested to them being negative for AAA.

The demographics of all participants were collected via a structured questionnaire.
While AAA patients and healthy controls were only group-matched regarding age and
sex, a one-to-one matching was performed for the AAA and PAD patients based on age
(£3 years), sex and occurrence of any previous cardiovascular events (myocardial infarction,
coronary heart disease, stents or coronary artery bypass grafts).

2.2. Blood Sampling

Peripheral venous blood was collected from all participants and supplied with an
anticoagulant mix of citrate, theophylline, adenosine and dipyridamole (CTAD) for plasma
preparation within 60 min. The CTAD blood sample was centrifuged twice for 10 min
at 4 °C (at 1000x g, then 10,000x &) to obtain platelet-free plasma. Hemolytic samples
were discarded. Additionally, serum was prepared after 1-2 h of clotting time and was
centrifuged once for 10 min at 1000 x g at room temperature. The CTAD plasma and serum
samples were stored in aliquots at —80 °C until further testing.

2.3. Measurement of Blood Parameters via ELISA

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to determine the concen-
trations of citH3, MPO and oxidized phosphatidylcholine in association with apolipoprotein
B-100 (oxPL/apoB) as a measure of oxidized phospholipids and a surrogate of oxLDL in
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blood samples. The MPO plasma concentration was quantified with the Human Myeloper-
oxidase Quantikine ELISA Kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). To test the
citH3 plasma levels, a previously published ELISA protocol was applied [29]. In brief,
96-well plates were coated overnight at 4 °C with an anti-histone antibody (Cell Death
Detection ELISA; Roche, Basel, Switzerland). Plasma samples and internal calibrators were
applied in duplicates. Detection was performed using an anti-H3Cit antibody (ab5103,
Abcam, Cambridge, UK) and an anti-rabbit horseradish peroxidase conjugate (7074S, Cell
Signaling, Danvers, MA, USA). The 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine substrate reaction was
stopped by acidification and measured at 450 nm in a Varioskan Flash Multimode Reader
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) with the correction wavelength set
to 540 nm.

For the quantification of oxPL/apoB, a 96-well plate (BRAND, immunoGrade, Thermo
Fisher Scientific) was coated overnight at 4 °C with the MB47 antibody (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, USA) directed against apolipoprotein B-100. The serum samples
and internal calibrators were then applied in triplicates. The E06 biotinylated monoclonal
mouse antibody (Avanti Polar Lipids) was added for the detection of oxidation-specific
phosphatidylcholine epitopes on phospholipids. Bound antibody was measured with
NeutrAvidin conjugated to alkaline phosphatase (Thermo Fisher Scientific) and Lumi-Phos
Plus substrate (Lumigen, Southfield, MI, USA) in a BioTec Synergy 2 plate reader (Thermo
Fisher Scientific). A more detailed protocol was previously published [30,31]. Of note,
outliers (deviation by >25% from both other values) were eliminated from the triplicate
measurements.

The routine serum lipid profile and other clinical blood parameters were assessed
by the Vienna General Hospital central laboratory. The differential blood count was
determined using a Sysmex hematology analyzer (Sysmex Corp., Kobe, Japan).

2.4. Detection of Circulating Cell-Free Nuclear DNA by Polymerase Chain Reaction

DNA from 190 uL of citrate plasma was isolated with a DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Venlo, The Netherlands). Levels of circulating cell-free nuclear DNA (cfDNA)
were assessed by means of quantitative polymerase chain reaction (QPCR) with a GoTaq®
qPCR Master Mix Kit (Promega, Madison, WI, USA) and 200 nM primers amplifying the
repetitive nuclear Arthrobacter luteus Alu element (forward primer: 5-TCA CGC CTG
TAA TCC CAG CA-3, reverse primer: 5'-GTA TTT TTA GTA GAG ACG GGG TTT C-3').
For normalization, an internal calibrator (prepared from plasma of 20 AAA patients) was
applied to each qPCR plate, and its DNA content was set to 1.

2.5. Lipoprotein Isolation and Modification

HDL particles were isolated from plasma, obtained from normo-lipidemic healthy vol-
unteers, using sequential flotation ultracentrifugation [32]. Blood donations were approved
by the Ethics Committee of the Medical University of Vienna (no. 1414/2016). Low-density
lipoprotein (LDL) was purchased from Sigma Merck (LP2-2 mg), and oxLDL was prepared
with CuSO4 and subsequent dialysis as previously described [33].

2.6. DNA Release Assay

Neutrophils were isolated from peripheral blood of healthy volunteers anticoagulated
with ethylenediaminetetraacetic acid. Blood was layered on a gradient of Histopaque (1077
and 1119, Sigma-Aldrich/ Merck KGaA, Darmstadt, Germany) as previously described [34].
The purity of isolated neutrophils was determined using a Sysmex hematology analyzer
(Sysmex Corp., Kobe, Japan) and consistently ranged >95%. A total of 1 x 10° cells in
100 uL of Hank’s balanced salt solution (HBSS) with 0.5% fetal calf serum was seeded in a
96-well plate and then stimulated with 5 uM of A23187 for 30 min. One sample was left
unstimulated as a control. The plate was then centrifuged twice at 800x g for 5 min at
room temperature to remove the supernatant and wash the cells with HBSS before adding
100 pg/mL oxLDL, native LDL (natLDL) or HDL to the primed cells in a total volume of
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300 pL of HBSS with 0.5% fetal calf serum. To quantify the DNA release, 5 uM of SYTOX
Green (Thermo Fisher Scientific) was added and fluorescence was measured after 90 min
at excitation/emission of 485/520 nm using the VarioSkan plate reader (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

2.7. Statistical Analysis

Statistics were evaluated with SPSS 27.0 software (IBM, Armonk, NY, USA). The
significance level was set at p < 0.05. For metric data, median values and interquartile range
(IQR) were calculated. Non-parametric tests were used to evaluate parameter correlations
(Spearman r) and differences between the study groups (Mann-Whitney U test). Categorical
variables were interpreted with the help of contingency tables and the Chi-square test or
Fisher’s exact test for expected frequencies < 5.

3. Results
3.1. AAA and PAD Patients Have a Comparable Profile of Comorbidities and Medication While
Healthy Controls Differ Significantly

The AAA and PAD cohorts, as well as the healthy donors, showed a comparable
distribution (Table 1) regarding age (median 67-73 years), sex (80-90% male) and body mass
index (median 25.9-27.3). The healthy controls (H) had a significantly lower percentage of
current or past smokers compared to the two CVD cohorts (H: 69%, PAD: 93% and AAA:
93%). Furthermore, the AAA and PAD groups exhibited a similar profile of cardiovascular
comorbidities (Table 2) including hypertension (90-93%), dyslipidemia (88-93%), coronary
heart disease (43-50%) and myocardial infarction (23-33%). Additionally, diabetes mellitus,
nephropathy and chronic obstructive pulmonary disease occurred at a similar frequency in
those two cohorts. In contrast, the healthy controls showed a significantly lower prevalence
for most of these comorbidities. In line with the recorded comorbidities, the matching
medication was more frequently given to AAA and PAD patients in comparison to the
healthy cohort; more than 80% of the AAA and PAD patients received anti-hypertensive,
anti-platelet and lipid-lowering therapy as opposed to the healthy blood donors, of whom
only 52% received anti-hypertensive therapy and merely 17% took anti-platelet or lipid-
lowering drugs (Table 3).

Table 3. Medication of study collectives, 1 (%).

Medication Healthy (n = 29) PAD (n = 40) AAA (n=40) p-Value (Groups)
o <0.001 (H/AAA)
Af;;yrl(figghgsasc;d 5 (17.2%) 33 (82.5%) 35 (87.5%) <0.001 (H/PAD)
0.531 (PAD/AAA)

. 0.389 (H/AAA)

P2Y12 antagonist 1(3.4%) 8 (20.0%) 5 (12.5%) 0.069 (H/PAD)
(Clopidogrel) 0.363 (PAD/AAA)

0.634 (H/AAA)

Vitamin K antagonist 1 (3.4%) 3 (7.5%) 3 (7.5%) 0.634 (H/PAD)
1.000 (PAD/AAA)

0.420 (H/AAA)

Xa inhibitor 1 (3.4%) 2 (5.0%) 0 (0.0%) 1.000 (H/PAD)
0.494 (PAD/AAA)

Antihypertensive <0.001 (H/AAA)

tgsra 15 (51.7%) 33 (82.5%) 37 (92.5%) 0.006 (H/PAD)
Py 0.176 (PAD/AAA)

0.011 (H/AAA)

ACE inhibitor 4(13.8%) 12 (30.0%) 17 (42.5%) 0.115 (H/PAD)
0.245 (PAD/AAA)

10
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Table 3. Cont.

Medication Healthy (n = 29) PAD (n = 40) AAA (n=40) p-Value (Groups)

Angiotensin receptor 0.196 (H/AAA)

8 . P 6 (20.7%) 11 (27.5%) 14 (35.0%) 0.517 (H/PAD)
0.469 (PAD/AAA)

0.002 (H/AAA)

Beta blocker 7 (24.1%) 20 (50.0%) 25 (62.5%) 0.030 (H/PAD)
0.260 (PAD/AAA)

1.000 (H/AAA)

Ca?* channel blocker 4 (13.8%) 9 (22.5%) 6 (15.0%) 0.361 (H/PAD)
0.390 (PAD/AAA)

0.048 (H/AAA)

Diuretic 4(13.8%) 11 (27.5%) 14 (35.0%) 0.173 (H/PAD)
0.469 (PAD/AAA)

. . 5 (17.2%) . 36 (90.0%) <0.001 (H/AAA)
L‘pldnio(vt"em)‘g (80% statins; (lggof%t'otﬁ | (91.7% statins; <0.001 (H/PAD)
agenisitype 20% drug mix) o Statins 8.3% drug mix) 0.675 (PAD/AAA)

e 0.502 (H/AAA)

ﬁé‘ﬁi‘t’gﬁ 3 (10.3%) 8 (20.0%) 7 (17.5%) 0.336 (H/PAD)
0.775 (PAD/AAA)

1.000 (H/AAA)

Insulin 0 (0.0%) 5 (12.5%) 1(2.5%) 0.069 (H/PAD)
0.201 (PAD/AAA)

0.724 (H/AAA)

Metformin 3 (10.3%) 5 (12.5%) 6 (15.0%) 1.000 (H/PAD)
0.745 (PAD/AAA)

0.031 (H/AAA)

Bronchodilatators 2 (6.9%) 9 (22.5%) 11 (27.5%) 0.104 (H/PAD)
0.606 (PAD/AAA)

p-values refer to group comparisons between the healthy (H), abdominal aortic aneurysm (AAA) and peripheral
artery occlusive disease (PAD) collectives by Chi square test or Fisher’s exact test for expected frequencies < 5.

3.2. Neutrophil and NET Parameters Are Particularly Elevated in Blood of AAA Patients

Hospital routine analysis (Table 4) revealed that the previously reported AAA biomarker
D-dimer was highest in AAA patients (median levels in H: 0.38 ug/mL, PAD: 0.75 ng/mL,
AAA:1.26 ug/mlL), i.e., was significantly elevated compared to PAD patients (p = 0.008)
and healthy controls (p < 0.001). The inflammation marker CRP, however, did not differ
significantly between the three groups (0.21-0.27 mg/dL).

In differential blood count, neutrophils were found to be significantly elevated in
the PAD (p < 0.001) and AAA patients (p = 0.016) in comparison to the healthy controls
(median levels in H: 3.0 x 103/uL, PAD: 4.5 x 103/uL, AAA: 4.0 x 10%/uL). Of note,
the PAD patients also had a significantly higher neutrophil count than the AAA cohort
(p = 0.023). For a subset of patients (three individuals per group), neutrophil identification
and quantitation in whole blood was confirmed using flow cytometry based on CD62L+
CD66b+ CD16+ cell staining, as we have previously published [35]. A high degree of
correlation was observed between neutrophil levels in differential blood count and in flow
cytometric analysis (Spearman coefficient r = 0.983, p < 0.001).

11
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Table 4. Routine blood parameters of study collectives, median (IQR).

Parameter

Healthy (n = 29) PAD (n = 40) AAA (n=40) p-Value (Groups)

Leukocytes (10%/uL)

0.034 (H/AAA)
5.60 (1.80) 7.16 (2.70) 6.35 (2.70) <0.001 (H/PAD)
0.029 (PAD/AAA)

Neutrophils (10%/uL)

0.016 (H/AAA)
3.00 (1.15) 4.52 (1.96) 4.00 (1.97) <0.001 (H/PAD)
0.023 (PAD/AAA)

D-dimer (pug/mL)

<0.001 (H/AAA)

0.38 (0.50) * 0.75 (0.68) § 126 (1.13) $ 0.008 (H/PAD)
0.007 (PAD/AAA)

C-reactive protein
(mg/dL)

0.678 (H/AAA)
0.24 (0.42) 0.21 (0.32) 0.27 (0.42) # 0.515 (H/PAD)
0.229 (PAD/AAA)

p-values refer to group comparisons between the healthy (H), abdominal aortic aneurysm (AAA) and peripheral
artery occlusive disease (PAD) collectives by Mann-Whitney U test. * n =27, S =36, $p= 35, % n=39.

In order to detect neutrophil activation and NET formation in cardiovascular disease,
plasma samples of the three groups were further investigated for MPO, citH3 and circu-
lating cfDNA (Figure 1, Table 5). MPO differed significantly between all three collectives
and showed the highest levels in the AAA group (median H: 7.5 ng/mL, PAD: 12.1 ng/mL,
AAA: 14.5 ng/mL). Comparably, plasma citH3 was significantly elevated in AAA patients
versus healthy controls (p = 0.046) and showed a statistical trend to be elevated in AAA
compared to the PAD group (p = 0.070). However, circulating citH3 was not increased in
PAD patients in comparison to the healthy blood donors (median H: 292 ng/mL, PAD:
297 ng/mL, AAA: 353 ng/mL). Circulating cfDNA was measured in a subset of participants
and was also found to be significantly higher in AAA than PAD patients (p = 0.003) or
healthy controls (p = 0.002). Yet, cfDNA did not differ between the healthy control and PAD
cohort (median H: 0.28 RU, PAD: 0.31 RU, AAA: 0.44 RU). Among the investigated neu-
trophil and NET parameters (Table 6), MPO and citH3 were markedly correlated (r = 0.387).
MPO and citH3 also showed strong correlations with circulating cfDNA (r = 0.507 and
r = 0.599, respectively) but only weak correlations with neutrophil counts (r = 0.333 and
r = 0.211, respectively).
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Figure 1. Neutrophil activation and NET parameters are elevated in the blood of AAA patients.
Plasma concentrations of myeloperoxidase (A), citrullinated histone H3 (B) and cell-free DNA
(C) were determined by ELISA (A,B) or qPCR (C) in the blood of healthy donors and patients with

PAD or AAA. Statistical significance was determined by Mann-Whitney U test. Of note, in (A,B),
several outliers/extreme values are not shown for better plot resolution.
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Table 5. Blood levels of explorative parameters for study collectives, median (IQR).
Parameter Healthy (n = 29) PAD (n = 40) AAA (n=40) p-Value (Groups)
citH3 (ng/mL) 292.3 (83.6) 296.4 (221.7) 353.2(263.3) * 0.046 (H/AAA)
0.734 (H/PAD)
0.070 (PAD/AAA)
MPO (ng/mL) 7.51 (3.20) 12.11 (5.60) 14.47 (11.74) <0.001 (H/AAA)

<0.001 (H/PAD)
0.021 (PAD/AAA)

cfDNA (RU) 0.277 (0.217) 0311 (0.190)§ | 0.437 (0.737) § 0.002 (H/AAA)
1.000 (H/PAD)

0.003 (PAD/AAA)
oxPL/apoB (RU) |  6.33 (104.08) 4342 (92.50) 0.00 (39.00) * 0.197 (H/AAA)

0.181 (H/PAD)
0.001 (PAD/AAA)
p-values refer to group comparisons between the healthy (H), abdominal aortic aneurysm (AAA) and peripheral
artery occlusive disease (PAD) collectives by Mann—-Whitney U test. cfDNA, cell-free DNA; citH3, citrullinated
histone H3; MPO, myeloperoxidase; oxPL/apoB, oxidized phospholipid/apolipoprotein B-100 complexes; RU,
relative units; * n = 38,8 n =30, # n = 39.

Table 6. Parameter correlations for all study groups, Spearman test.

Parameter 1 Parameter 2 r p n
citH3 (ng/mL) Neutrophils (103 /uL) 0.211 0.029 107
MPO (ng/mL) 0.387 <0.001 107

cfDNA (RU) 0.599 <0.001 89
Triglycerides (mg/dL) 0.291 0.002 106
Total cholesterol/HDL ratio 0.215 0.027 106
MPO (ng/mL) Neutrophils (103 /uL) 0.333 <0.001 109
cfDNA (RU) 0.507 <0.001 89

D-dimer (nug/mL) 0.475 <0.001 98

cfDNA (RU) Triglycerides (mg/dL) 0.257 0.016 88
oxPL/apoB (RU) Lipoprotein (a) (nmol/L) 0.314 0.001 106

cfDNA, cell-free DNA; citH3, citrullinated histone H3; MPO, myeloperoxidase; oxPL/apoB, oxidized phospho-
lipid/apolipoprotein B-100 complexes; RU, relative units.

3.3. Blood Lipid Levels Show an Association with Circulating NET Markers

The analysis of blood lipids (Table 7) revealed the highest levels of triglycerides in AAA
patients, which significantly exceeded the levels of PAD patients (median H: 123 mg/dL,
PAD: 85 mg/dL, AAA: 136 mg/dL). Conversely, high-density lipoprotein (HDL) was
lowest in the AAA group (median H: 55 mg/dL, PAD: 54 mg/dL, AAA: 49 mg/dL) ata
significance level of p = 0.024 compared to healthy individuals and p = 0.051 compared to
PAD patients. In line with the higher frequency of statin prescription in the PAD and AAA
group, low-density lipoprotein (LDL) and total cholesterol were significantly lower in the
CVD cohorts as compared to the healthy control collective (median LDL in H: 122 mg/dL,
PAD: 61 mg/dL, AAA: 86 mg/dL). Yet, the levels of oxidized phospholipids in association
with apolipoprotein B-100 (oxPL/apoB) deviated from total LDL levels (Figure 2A, Table 5);
PAD patients showed the highest values (median 43 RU), while AAA patients and healthy
controls did not differ significantly (0-6.33 RU).

When we proceeded to investigate the potential correlations between circulating NET
biomarkers and blood lipids across groups (Table 6), only the NET parameter citH3 corre-
lated weakly and positively with triglycerides (r = 0.291) and the total cholesterol to HDL
ratio (r = 0.215). With respect to the combined data of all three cohorts, oxPL/apoB did not
correlate with the explored NET or neutrophil markers. Yet, when the analysis was confined
to the AAA collective (Table 8), correlations between MPO, citH3 and ¢fDNA blood levels
were particularly strong (r > 0.560), and the NET parameter citH3 was significantly associ-
ated with oxLDL (oxPL/apoB) (r = 0.470). A correlation between citH3 and oxLDL was not
observed for PAD patients (data not shown). In line with these results, when AAA patients
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were grouped into citH3!°" (<median) and citH3"8" (>median) individuals (Figure 2B),
the patients with elevated levels of citH3 had significantly higher blood concentrations of
oxPL/apoB (median 32 RU, IQR 75 RU versus 0 RU, IQR 0 RU, p = 0.007).

Table 7. Lipid profile of study collectives, median (IQR).

Parameter Healthy (n = 29) PAD (n = 40) AAA (n=39) p-Value (Groups)

0.097 (H/AAA)

Triglycerides (mg/dL) 123.0 (82.0) 85.0 (63.0) 136.0 (124.0) * 0.256 (H/PAD)
0.001 (PAD/AAA)

0.003 (H/AAA)

T"ta(lnfh%seml 200.0 (36.0) 141.5 (43.0) 162.0 (79.0) <0.001 (H/PAD)
& 0.031 (PAD/AAA)

0.024 (H/AAA)

HD(Lnfh;’fE;eml 55.0 (22.0) 54.0 (28.0) 49.0 (16.0) 0.559 (H/PAD)
& 0.051 (PAD/AAA)

0.007 (H/AAA)

(mL]/DdLLC)}fiiiirlzlte 4 122.2 (42.1) 60.5 (32.5) 85.6 (72.8) <0.001 (H/PAD)
8 0.056 (PAD/AAA)

0.742 (H/AAA)

Total Ch"i‘iiml/ HDL 3.9 (22) 2.7 (1.4) 3.8 (1.8) 0.001 (H/PAD)
0.001 (PAD/AAA)

0.210 (H/AAA)

LDL/HDL ratio 2.4(17) 1.3(0.8) 1.7 (1.6) <0.001 (H/PAD)
0.013 (PAD/AAA)

Lipoprotein (a) 0.394 (H/AAA)

Iznfn L) 13.0 (33.0) 46.5 (123.0) 18.0 (65.0) * 0.051 (H/PAD)

0 0.177 (PAD/AAA)
p-values refer to group comparisons between the healthy (H), abdominal aortic aneurysm (AAA) and peripheral
artery occlusive disease (PAD) collectives by Mann-Whitney U test. HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-
density lipoprotein; * n = 39, # n = 38.
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Figure 2. Assessment of oxPL/apoB plasma levels in healthy donors and CVD patients and regulation
of NET formation by oxLDL in primed neutrophils. (A) Boxplots illustrate the plasma levels of
oxPL/apoB as determined by ELISA in healthy donors and patients with PAD or AAA. (B) Plasma
levels of oxPL/apoB are depicted for AAA patients with citH3 concentrations above or below (<)
the median. Statistical significance was determined by Mann-Whitney U test. (C) NET formation of
primed neutrophils is enhanced by oxLDL but not by natLDL or HDL. Neutrophils were isolated
from the peripheral blood of healthy donors and were left untreated or primed for 30 min with 5 uM
A23187. Neutrophils were then washed and subsequently exposed to 100 ug/mL oxLDL, natLDL
or HDL (or again to 5 uM A23187) as indicated. DNA release (mean 4+ SEM) was quantitated after
90 min in relative fluorescence units (RFU). Statistical analysis is based on paired t-test (n = 8 assays).
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Table 8. Parameter correlations for the AAA collective, Spearman test.
Parameter 1 Parameter 2 r 4 n
oxPL/apoB (RU) citH3 (ng/mL) 0.470 0.003 37
Neutrophils (103/uL) 0.363 0.025 38
citH3 (ng/mL) fDNA (RU) 0.680 <0.001 30
MPO (ng/mL) 0.560 <0.001 38
MPO (ng/mL) cfDNA (RU) 0.566 0.001 30

cfDNA, cell-free DNA; citH3, citrullinated histone H3; MPO, myeloperoxidase; oxPL/apoB, oxidized phospho-
lipid/apolipoprotein B-100 complexes; RU, relative units.

3.4. NET Induction Is Promoted by oxLDL but Unaffected by HDL In Vitro

OXLDL has previously been suggested to enhance the induction of NETs triggered
by other stimuli. Yet, HDL has not been investigated in this context [28]. Therefore, we
aimed to compare the effects of these lipoprotein particles on NET formation in a DNA
release assay. Based on an experimental design comparable to Obama et al. [28], isolated
human neutrophils were either left unprimed or stimulated for 30 min with 5 uM of the
calcium ionophore A23187. After a washing step, cells were incubated with 100 pg/mL
oxLDL, native LDL or HDL for 90 min. The release of DNA into the culture supernatant
was monitored using the incorporation of a fluorescent dye as a quantitative measure of
NET formation (Figure 2C). In this setup, native LDL and HDL showed a trend to decrease
DNA release by primed neutrophils (mean 18.5 RFU, natLDL: 13.8 RFU, HDL: 13.4 RFU),
while oxLDL significantly enhanced the A23187-primed NET formation (25.7 RFU). In
contrast, no effect of oxLDL was observed for unprimed neutrophils (data not shown).

4. Discussion

Our study evaluated the interrelation of lipoprotein particles with NET parameters
in patients with abdominal aortic aneurysm as compared to peripheral artery occlusive
disease and healthy controls. While both atherosclerosis and AAA have been associated
with NET formation, NETs seem to particularly accumulate in the intraluminal thrombus
and promote the inflammatory response in the aneurysm wall [13,19,20]. Since it was
shown that oxLDL is able to enhance NET stimulation [28], we wanted to investigate and
compare the association of circulating oxPL/apoB and NET components in patients with
distinct types of cardiovascular disease.

As we have recently shown, there is evidence for increased neutrophil numbers and
neutrophil activation in AAA patients [35]. Myeloperoxidase is released upon neutrophil
degranulation and is an abundant component of NETs [10]. In this study, we found that
MPO is significantly elevated in AAA patients, not only in comparison to the healthy
donors, but also compared to PAD patients with cardiovascular disease (Figure 1A, Table 5).
Since histone 3 is citrullinated in the process of NET formation [8,9], it is considered a more
specific NET marker than MPO. Similar to MPO, the highest circulating levels of citH3
were recorded in the AAA group (Figure 1B, Table 5), thus indicating that NETs might play
a more prominent part in the pathogenesis of AAA as compared to PAD. Furthermore, the
fact that citH3 and MPO correlated with circulating nuclear DNA in plasma suggests that a
substantial fraction of cell-free DNA in blood may originate from NETs (Table 6).

With respect to the effect of blood lipids on NET release, in vivo evidence is scarce.
Hence, this study addressed the potential association of dyslipidemia and the propensity
of NET formation in CVD patients. When investigating the different types of blood lipids
in the three study cohorts, we found that indeed, the healthy control group had the highest
levels of LDL and total cholesterol. This is likely attributed to the fact that only 17% of the
healthy participants received lipid-lowering drugs, as compared to 90-95% in the AAA and
PAD group (Table 3). Yet, serum levels of oxPL/apoB were significantly elevated in PAD
patients (Figure 2A) but did not differ between healthy controls and the AAA collective.
This might relate to a lower occurrence of lipid peroxidation in AAA patients, or a more

15



Biomedicines 2022, 10, 217

12 of 15

pronounced retention of oxidized phospholipids at the aneurysm site. Despite the low
circulating levels of oxPL/apoB, a significant correlation between oxPL/apoB and the NET
marker citH3 was detected for the AAA group. This association was not apparent in the
combined data set of all study groups or for the separate PAD cohort (data not shown).
Furthermore, AAA patients with elevated (>median) levels of citH3 had significantly higher
blood concentrations of oxPL/apoB than citH3'°" AAA individuals (Figure 2B).

These observations would support the hypothesis that oxLDL is able to induce or
enhance NET formation, in particular in the context of AAA disease. Of note, a negative
correlation between the cardiovascular protective opponent of oxLDL, namely HDL, and
the NET biomarker levels was not apparent from our clinical samples.

In order to investigate the relation between distinct blood lipids and NET formation in
more detail, we performed an in vitro DNA release assay with human isolated neutrophils.
After brief stimulation with a calcium ionophore, the cells were exposed to lipoprotein
particles. The experimental setup was comparable to the studies of Awasthi et al. [27]
and Obama et al. [28], where HL-60-derived neutrophils underwent short pre-incubation
with a known NET stimulus (PMA), followed by treatment with 20 ng/mL native LDL
(natLDL) or oxLDL. In these studies, oxLDL but not natLDL was able to enhance NET
induction (3-fold). Of note, the pre-stimulation of neutrophils was required for the oxLDL
effect. Comparably, in our experimental design, the addition of oxLDL (100 pug/mL) almost
doubled the NET formation of neutrophils pre-primed by A23187. OxLDL addition to
unprimed neutrophils did not result in DNA release beyond background levels (data not
shown). We used a NET stimulus distinct from Obama et al., and additionally tested the
effect of HDL and natLDL in this setup. In contrast to oxLDL, a weak inhibitory effect of
HDL and natLDL on NET release was observed, which did not reach statistical significance.
Thus, in line with the in vivo result (the lack of association between HDL and citH3 in
blood of CVD patients), the in vitro analyses did not detect a substantial functional impact
of HDL on NET formation. We further tried to reverse the experimental design, either by
pre-incubating neutrophils with blood lipids and then stimulating NET induction, or by
concomitantly administering both agonists. However, these approaches did not reveal any
effects of oxXLDL or HDL on NET formation (data not shown).

5. Conclusions

In this investigation, we found that neutrophil activation and NET parameters are
higher in blood of AAA than PAD patients and that the serum concentration of oxPL/apoB
in AAA patients is associated with NET markers. This supports previous findings on
NETs in the pathogenesis of AAA [17-19] and indicates that NET formation might be more
prominent in AAA than in other atherosclerotic cardiovascular diseases—possibly owing
to the close association between NETs and the intraluminal thrombus in AAA [19,20].
Furthermore, oxLDL may be functionally connected to the NET release in AAA. Based
on the in vitro results, we conclude that HDL has little (if any) impact on NET formation,
while the effect of oxLDL depends on the priming state of the neutrophil: if the neutrophil
is pre-actived, oxXLDL may further enhance the NET release, a setting that may likely occur
in vivo in the context of AAA.

6. Limitations of the Study

While this is the first cross-sectional study to compare levels of blood lipids and
NET parameters between distinct types of cardiovascular disease (i.e., closely matched
cohorts of AAA and PAD), the findings are primarily based on correlation analyses. Hence,
the conclusions are limited to statistically significant associations. Proof for an in vivo
mechanistic link between oxLDL and NET induction in AAA is not provided by the
investigation of clinical samples.

Similarly, the source of circulating NET components in CVD patients cannot be as-
certained, as systemic levels are measured. However, with respect to AAA patients,
we have previously shown that citH3 levels in circulation drop significantly after sur-
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gical AAA repair [20], which strongly supports the aneurysm as the site of origin for
citrullinated histones.

Furthermore, the in vitro tests were designed to go beyond previous reports and
provide the first evidence that HDL (as opposed to oxLDL) has no or little impact on NET
formation. While this is in line with the in vivo results showing a correlation between
oxLDL but not HDL and circulating citH3 in AAA patients, the translation of the in vitro
findings to in vivo is limited.
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Darstellung der Publikation

Die vorliegende Publikation mit dem Titel ,Association of Lipoproteins with Neutrophil
Extracellular Traps in Patients with Abdominal Aortic Aneurysm®, welche im Rahmen
meiner Dissertation entstand und am 20. Januar 2022 in der Sonderausgabe
,Neutrophils, Fast and Strong“ der Fachzeitschrift Biomedicines erschien, sollte die
Rolle von Neutrophil Extracellular Traps (NETs) in der Pathogenese des
abdominellen Aortenaneurysmas (AAA) um weitere Erkenntnisse erganzen. Dazu
untersuchten wir den mdglichen Zusammenhang zwischen Lipoproteinen und NET-
Formation bei AAA-Patient:innen und flhrten in vitro Untersuchungen zur Stimulation
von isolierten Neutrophilen des peripheren Blutes durch.

Das AAA wird in der Fachliteratur haufig definiert als eine Aussackung der
abdominellen Aorta auf uber 3 cm bei Mannern und 2,7 cm bei Frauen, die im
Regelfall als Aneurysma verum alle Schichten der GefaBwand betrifft (Wanhainen
2008; Debus et al. 2018; Wanhainen et al. 2019). Am haufigsten ist das AAA
infrarenal lokalisiert, das heil3t unterhalb der Abgange der Arteriae renales
(Sakalihasan et al. 2018).

Die Pravalenz des AAA steigt mit dem Lebensalter und betragt in den westlichen
Landern circa 2-8% (Marcaccio und Schermerhorn 2021). Manner sind haufiger
betroffen, die durchschnittliche Pravalenz unter Frauen im Alter von uber 70 Jahren
lag in einem systematischen Review bei nur 1% (Ulug et al. 2016).

Zu den Risikofaktoren fur die Entwicklung eines AAA gehoren vor allem der
Nikotinabusus, das mannliche Geschlecht und ein hoheres Lebensalter. Auch die
Hypercholesterinamie, eine positive Familienanamnese, sowie eine symptomatische
arteriosklerotische Erkrankung sind mit einem hoheren Risiko fur das Auftreten eines
AAA assoziiert (Larena-Avellaneda und Debus 2020).

Klinisch prasentiert sich das AAA meist asymptomatisch. Fur die Erkrankung wenig
sensitive Befunde, wie eine abdominelle pulsatile Raumforderung, lokale Schmerzen
oder Ruckenbeschwerden, konnen vorkommen (Wanhainen et al. 2019).

In der bildgebenden Diagnostik des AAA spielen vor allem die Sonographie und die
computertomographische Angiographie (CTA) eine wichtige Rolle. Wahrend die
Sonographie ein einfaches und kostengunstiges Verfahren zum Screening und zur
Verlaufskontrolle ist, wird die Durchfihrung einer CTA insbesondere fiur die
Therapieplanung und bei Verdacht auf eine Ruptur empfohlen (Wanhainen et al.
2019).

Aktuell gibt es keine etablierte medikamentose Behandlung, die in der Lage ist, die
Wachstumsrate eines AAA zu verringern. Aufgrund des hohen kardiovaskularen
Risikos von AAA-Patientiinnen wird jedoch die medikamentdse, sowie nicht-
medikamentdose Therapie der allgemeinen kardiovaskularen Risikofaktoren
empfohlen. Hier ist insbesondere die Einstellung des Rauchens effektiv (Wanhainen
et al. 2019).

Bei kleinen Aneurysmen sollte in regelmaligen Abstanden eine sonographische
Verlaufskontrolle stattfinden. In der Fachliteratur gilt grofdtenteils Gbereinstimmend
ein Aortendurchmesser ab 5,5 cm bei mannlichen Patienten und ab 5,0 cm bei
weiblichen Patientinnen als Indikation zur elektiven chirurgischen Aortenreparatur.
Auch bei der Entwicklung einer AAA-typischen Symptomatik, sowie bei einer
Wachstumsrate ab 1 cm/Jahr sollte eine operative Therapie in Erwagung gezogen
werden (Debus et al. 2018).
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Es gibt zwei gut etablierte Methoden der chirurgischen Aortenreparatur. Bei der
endovaskularen Aortenreparatur (EVAR) wird Uber einen Zugang in einer
Femoralarterie ein Stentgraft in die Aneurysmaregion vorgeschoben. Dieser
stabilisiert die Aortenwand ohne deren operativer Eréffnung. Diese Methode zeigte in
einigen systematischen Reviews eine verringerte Letalitat im ersten Monat nach
Operation, im Verlauf jedoch eine erhohte Reinterventionsrate (Debus et al. 2018).
Bei der offenen Aortenreparatur wird Uber eine Laparotomie Zugang zum Bauchraum
erlangt. Dann wird die aneurysmatisch erweiterte Aorta eréffnet und in Inlay-Technik
ein Graft eingesetzt (Creech 1966; Larena-Avellaneda und Debus 2018).

Zwischen beiden Methoden existiert kein signifikanter Unterschied in der langfristigen
Mortalitat (Lederle et al. 2012). Daher kann bei geringem periprozeduralem Risiko in
partizipativer Entscheidungsfindung unter Beachtung der individuellen Vor- und
Nachteile der jeweiligen Prozeduren die Operationsmethode gewahlt werden (Debus
et al. 2018).

Die ,European Society for Vascular Surgery“ listet das nicht-chirurgische
Management des AAA in ihren 2019 erschienenen klinischen Leitlinien als eine
bisher ungeléste Aufgabe (Wanhainen et al. 2019). Die eingeschrankten
Therapiemoglichkeiten verdeutlichen, warum weitere Erkenntnisse zur Pathogenese
des AAA dringend notwendig sind: Um kausal ins Krankheitsgeschehen eingreifen zu
konnen und die Progression eines diagnostizierten AAA zu verlangsamen oder gar
zu verhindern, ist es notwendig eine medikamentose Moglichkeit zu finden, welche
an Schlusselstellen den Pathomechanismus blockiert.

Die Pathogenese des AAA ist, ausgenommen vom Auftreten im Rahmen seltener
genetischer Bindegewebserkrankungen (wie z.B. dem Marfan-Syndrom),
multifaktoriell bedingt und bisher konnte noch kein therapierbarer Ausloser dieser
Erkrankung identifiziert werden. Bekannt ist, dass ein Zusammenspiel aus einer
chronischen Entzindungsreaktion, der Apoptose von glatten Gefallmuskelzellen und
ein teilweiser Abbau der extrazellularen Matrix zu einer verminderter Elastizitat und
reduzierten Stabilitat der Gefallwand flhrt (Busch et al. 2018). An der chronischen
Entzindungsreaktion sind neben neutrophilen Granulozyten auch Mastzellen,
Makrophagen sowie Lymphozyten beteiligt. Diese verstarken Uber die Ausschittung
von Zytokinen und die chemotaktische Rekrutierung weiterer Immunzellen die
chronische Inflammation weiter und konnen Uber Enzyme auch direkt die
extrazellulare Matrix und die glatten GefalRmuskelzellen schadigen (Rizas et al.
2009). Bestandteil der extrazellularen Matrix ist u.a. das Elastin, welches im Rahmen
des AAA insbesondere durch Matrix-Metalloproteasen (MMP) angegriffen wird
(Larena-Avellaneda und Debus 2020). Auch Entzindungszellen wie Mastzellen
kénnen MMP aktivieren (Rizas et al. 2009). Die wichtige Rolle einer chronischen
Inflammation in der Pathogenese des AAA belegt auRerdem, dass die
antiinflammatorisch-wirkenden regulatorischen T-Zellen in Mausmodellen die
Entstehung der Erkrankung hemmen konnten (Golledge 2018). Aber auch
arteriosklerotische Veranderungen konnten Uber eine pathologische Hamodynamik
zur Ausschuttung von Stickstoffmonoxid und damit zu einer UberschielRenden
Gefalerweiterung fihren (Golledge 2018).

Oftmals ist das AAA assoziiert mit dem Auftreten eines intraluminalen Thrombus
(ILT), welcher auch in der Pathogenese des AAA eine relevante Rolle einnimmt
(Fontaine et al. 2002; Sakalihasan et al. 2005). Denn im ILT akkumulieren unter
anderem die neutrophilen Granulozyten, welche nach ihrer Aktivierung NETs
ausschutten konnen. NETs sind urspringlich ein von Neutrophilen genutzter
Verteidigungsmechanismus bei Infektionen und dienen der Immobilisation von
Pathogenen; NETs konnen aber auch zur Pathogenese des AAA und weiterer
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kardiovaskularer Erkrankungen beitragen (Klopf et al. 2021). In der aus einer
Publikation von Eilenberg et al. entnommenen Abbildung (Abbildung 1), sind sowohl
Neutrophile als auch NET-Bestandteile im Thrombus der Aneurysmaregion einer
murinen Aorta erkennbar (Eilenberg et al. 2021). NETs sind extrazellulare Fasern, die
zum groRen Teil aus DNA bestehen, aber ebenfalls zellulare Proteine wie
Myeloperoxidase (MPO) und neutrophile Elastase enthalten, welche fur einige der
(anti-)pathogenen Eigenschaften von NETs verantwortlich sind (Brinkmann et al.
2004; Klopf et al. 2021).

Abbildung 1: Neutrophile und NETs im Aortenaneurysma eines Mausmodells. Nach AAA-Induktion durch Angiotensin-II-
Verabreichung in ApoE-defizienten Mause wurden im Gewebeschnitt des Aneurysmas sowohl Neutrophile (mittels Ly6G-
Marker) als auch NETs (uber citH4 (citrulliniertes Histon H4) Farbung) nachgewiesen. Neutrophile und NETs treten
speziell in der Thrombus (Th) Region gehauft auf (Eilenberg et al. 2021).

Es gibt zwei mdgliche Wege der NET-Ausschuttung durch aktivierte Neutrophile
(Guillotin et al. 2022). Eine davon ist eine mdgliche Form des Zelltodes und wird
suizidale NETose genannt. Im Gegensatz zu den anderen Formen des Zelltodes wie
der Apoptose und Nekroptose werden jedoch keine Phagozytose-triggernden Signale
ausgeldst und der Vorgang lauft Caspase-unabhangig ab (Fuchs et al. 2007). Die
zweite Form der NET-Ausschuttung ist die vitale NETose, bei welcher die
Plasmamembran der Neutrophilen intakt und diese vital bleiben (Pilsczek et al. 2010;
Guillotin et al. 2022). Nicht nur verschiedene Pathogene, sondern u.a. auch
Cholesterinkristalle, aktivierte Thrombozyten und oxidiertes Low-Density Lipoprotein
(oxLDL) kénnen die NETose auslosen (Warnatsch et al. 2015; Brinkmann 2018;
Obama et al. 2019). Nach dieser Aktivierung verliert der Zellkern der neutrophilen
Granulozyten seine ursprungliche Form bis schlief3lich die Kernmembran zerfallt und
somit das Chromatin aus dem Zellkern ins Zytoplasma gelangt. Durch die Ruptur der
Zellmembran werden die NETs freigegeben (Brinkmann und Zychlinsky 2007; Fuchs
et al. 2007). Fur diesen Vorgang ist die Dekondensation des Chromatins notwendig.
Diese wird zumeist Uber die Peptidylarginin-Deiminase 4 (PAD 4) durch die
Citrullinierung von Histonen bewirkt (Leshner et al. 2012). Das citrullinierte Histon
H3 (citH3) wird daher auch als Parameter verwendet, um die Ausschuttung von NETs
zu quantifizieren (Thalin et al. 2017).

Im Folgenden mdchte ich die pathogenetische Bedeutung von NETs beim AAA
verdeutlichen. In kardiovaskularen Erkrankungen kdénnen NETs durch
prothrombogene Eigenschaften eine pathogenetische Rolle spielen. |hre netzartige
Struktur kann als eine Art Gerust fur die Thrombusbildung fungieren (Brill et al. 2012;
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Plana et al. 2020). Weitere Mechanismen, Uber die NETs prothrombogen wirken,
sind z.B. die Proteolyse des Tissue Factor Pathway Inhibitors, welcher die
extrinsische Blutgerinnung hemmt, sowie die Forderung der roten Thrombusbildung
Uber eine Adhasion von Thrombo- und Erythrozyten (Fuchs et al. 2010; Massberg et
al. 2010). Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass NETs beim AAA auch zur
Entstehung des ILT beitragen konnten (Plana et al. 2020).

NETs rekrutieren aullerdem weitere Immunzellen, wie plasmazytoide dendritische
Zellen (pDCs), welche Uber eine inflammatorische Reaktion zu weiteren
Gewebeschaden fuhren konnen (Yan et al. 2016). Es ist bekannt, dass der NET-
Bestandteil LL-37 durch die Komplexbildung mit freier DNA zur Rekrutierung von
pDCs und damit zur erhéhten Produktion von Typ-I-Interferon fihrt (Lande et al.
2011). Dies lost wiederum die Produktion von Interferon-gamma durch T-Zellen aus,
wodurch die Entzindungsreaktion in der Aneurysmaregion Uber eine Aktivierung von
Matrix-Metalloproteasen forciert wird (Zhou et al. 2013). Im Mausmodell férderte die
Applikation von Komplexen aus zellfreier DNA und dem murinen Analogon von LL-37
die Elastase-induzierte AAA-Bildung (Yan et al. 2016).

Dass eine zielgerichtete NETose-inhibierende Therapie fir das AAA effektiv sein
konnte, wurde bereits 2016 durch Yan et al. mittels DNase-Einsatz im Tiermodell
demonstriert (Yan et al. 2016). Weiters konnte 2018 durch Spinosa et al. im
Mausmodell gezeigt werden, dass Resolvin D1, ein Pro-Resolving Mediator, der die
Auflésung einer Entzindungsreaktion fordert, nicht nur die Konzentration von NET-
Parametern, sondern auch das AAA-Wachstum verringern kann (Spinosa et al.
2018). In einem Mausmodell ebenfalls effektiv war der PAD 4-Inhibitor CI-Amidin in
einer Studie von Meher et al.. Diese Studie identifizierte IL-13 als wichtigen Antrieb
fur die NETose-vermittelte AAA-Progression, insbesondere im frihen
Krankheitsstadium (Meher et al. 2018).

Aufgrund der dargelegten Evidenz fur eine mogliche Beteiligung von NETs an der
Entstehung eines AAA, beschaftigte sich die gefalichirurgische Arbeitsgruppe der
Medizinischen Universitat Wien, in deren Rahmen die vorliegende Dissertationsarbeit
gestaltet wurde, mit dem oben genannten NET-Parameter citH3 als moglichen
Biomarker fur das AAA und als therapeutischen Angriffspunkt, um die Progression
eines AAA zu inhibieren (Eilenberg et al. 2021).

Im Allgemeinen sind Biomarker biologische Merkmale, die mit einem klinischen
Ereignis verknupft sind. Sie kdnnen ganz verschiedener Natur sein: neben Proteinen
oder Zellen sind beispielsweise auch metabolische Stoffe nachweisbar (Li et al.
2021). Insbesondere fur das AAA ist es wichtig, Biomarker mit prognostischem oder
sogar pradiktivem Potenzial zu finden, um eine eventuelle Ruptur oder eine stark
progressive Erkrankung vor dem fatalen klinischen Ereignis zu erkennen (Li et al.
2021). Neue Biomarker zu finden, kann auch zu einem tieferen Verstandnis fur einen
Pathomechanismus fuhren und somit auch in der Entwicklung von zielgerichteten
Therapien von groRem Nutzen sein (Biomarkers-Definitions-Working-Group 2001).
Neben MMP-9 wurden in den letzten Jahren unter anderem auch MPO und D-
Dimere als Biomarker flr das AAA in Studien erprobt und konnten in der Zukunft bei
der Entwicklung prognostischer Modelle fir das AAA von Nutzen sein (Li et al. 2021).
In der erwahnten Arbeit unserer Arbeitsgruppe, wurde eine signifikante Erhdhung der
citH3-Werte im Plasma bei AAA-Patient:innen im Vergleich zu einem ebenfalls
kardiovaskular vorerkrankten Kollektiv gezeigt (Eilenberg et al. 2021). Der citH3-Wert
war sogar in der Lage, ein schnelles Aneurysmawachstum zu prognostizieren. Auch
in humanen AAA-Gewebeproben, die wahrend einer offenen Aortenreparatur
gewonnen wurden, haben wir eine Akkumulation von citH3 im intraluminalen
Thrombus nachgewiesen. In einem murinen AAA-Modell konnte der PAD4-Inhibitor

23



GSK484 aullerdem die Progression eines bereits bestehenden AAA verhindern
(Eilenberg et al. 2021). In der hier zur Dissertation vorgelegten Publikation haben wir
insbesondere Patient:innen mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit (paVK) der
AAA-Gruppe gegenubergestellt, sodass diese Kollektive beide kardiovaskular
vorbelastet waren. Zwar wurde keine signifikante Erhdhung der citH3-Plasmawerte
im AAA-Kollektiv im Vergleich zur paVK-Gruppe gezeigt, jedoch wurde das
Signifikanz-Niveau nur knapp verfehlt. Beim Vergleich der AAA-Patient:innen mit
einer gesunden, nicht kardiovaskular vorerkrankten, Kontrollgruppe, war die
Erhdhung der citH3-Werte im Plasma signifikant (Brandau et al. 2022).
Zusammenfassend hat der NET-Parameter citH3 also ein vielversprechendes
Potential als Biomarker fir das AAA.

Ein Zusammenhang zwischen der, fur das AAA pathogenetisch relevanten, NETose
und oxLDL ergibt sich vor allem aus den folgenden zwei Publikationen: Im Jahr 2016
veroffentlichten Awasthi et al. eine Arbeit, die zum ersten Mal oxLDL als einen
Ausldser der NET-Bildung identifizierte. Dabei wurden die isolierten Neutrophilen
direkt stimuliert und oxLDL induzierte die NET-Ausschittung zeit- und dosisabhangig
(Awasthi et al. 2016).

Obama et al. verwendeten die myeloide HL60-Zelllinie und konnten auf
vorstimulierten Zellen einen steigernden Effekt von oxLDL auf die NETose feststellen
(Obama et al. 2019). Natives LDL (nLDL) hatte in beiden Studien keine aktivierende
Wirkung.

Zwar konnte in einer 2019 publizierten Arbeit kein direkter Effekt von oxLDL auf das
Wachstum eines AAA gefunden werden, jedoch sind pathogenetische Wirkungen von
oxLDL evident, die eine Beteiligung an der AAA-Progression nahelegen (Awasthi et
al. 2016; Gutowski et al. 2019). So spielt oxLDL zum Beispiel eine wichtige Rolle bei
der Entstehung von Arteriosklerose und tragt zu einer chronischen
Entzindungsreaktion bei (Kobayashi et al. 2005). Arteriosklerotische Lasionen
stehen ebenfalls in Verdacht u.a. Uber eine Veranderung von glatten
Gefallmuskelzellen die Entstehung eines AAA zu fordern (Golledge 2018). OxLDL
kann auch direkten Einfluss auf die glatten Muskelzellen nehmen: Beispielsweise
kann es deren Umwandlung zu Schaumzellen férdern, auch proliferative und
proinflammatorische Wirkungen sind maglich. Des Weiteren ist bekannt, dass oxLDL
gerinnungsfordernde Effekte auf Endothelzellen hat (Obermayer at al. 2018). Somit
ware auch eine Rolle bei der Entstehung eines intraluminalen Thrombus denkbar.

Diese pathogenetischen Parallelen von Arteriosklerose und dem AAA sowie der
stimulierende Effekt von oxLDL auf die NET-Bildung, welche in der Pathogenese des
AAA, wie oben dargelegt, eine Rolle spielt, veranlassten uns in der vorliegenden
Studie den Zusammenhang zwischen Lipoproteinen und NET-Ausschuttung bei AAA-
Patient:innen in vivo, sowie in vitro zu untersuchen (Brandau et al. 2022). Ein neuer
Aspekt unserer Studie war zudem die Untersuchung, ob High-Density Lipoprotein
(HDL), der kardiovaskular-protektive Gegenspieler von oxLDL, auch antagonistisch
auf die NETose wirken und diese hemmen kdnnte.

Im Rahmen unserer Studie wurden 40 Patient:innen mit AAA und 40 Patient:innen
mit paVK, sowie 29 gesunde Proband:innen rekrutiert. Eingeschlossen wurden
Patient:innen mit einem AAA ab 3 cm oder mit einer klinisch manifesten paVK, wobei
die jeweils andere Erkrankung als ausgeschlossen galt. Bei einem Besuch in der
gefalichirurgischen Ambulanz des Allgemeinen Krankenhauses der Stadt Wien
wurden Blutproben enthommen und Plasma und Serum aufbereitet, welche bis zur
weiteren Testung zunachst bei -80°C gelagert wurden. Aulerdem wurden
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demographische Daten mittels eines strukturierten Fragebogens erfasst und einige
klinische Routine-Laborparameter durch das Zentrallabor der Klinik getestet
(Brandau et al. 2022).

Mit Hilfe sogenannter ELISAs (enzyme-linked immunosorbent assays) bestimmten
wir die Plasma-Konzentration der NET-Parameter citH3 und MPO, wohingegen
zellfreie DNA (cfDNA) durch eine quantitative PCR gemessen wurde. Die Serum-
Konzentration von oxLDL wurde stellvertretend durch einen ELISA fur oxidiertes
Phosphatidylcholin im Komplex mit Apolipoprotein B-100 ermittelt. In vitro nutzten wir
methodisch einen DNA-Release-Assay, um den Effekt von oxLDL, nativem LDL und
HDL auf vorstimulierte und nicht-stimulierte, frisch isolierte, zirkulierende humane
Neutrophile zu testen (Brandau et al. 2022).

Bei der Analyse der Routine-Laborparameter gab es einige interessante Ergebnisse.
In vereinzelten vorher extern publizierten Studien wurde eine mdgliche Assoziation
zwischen hohen Lipoprotein(a)-Werten (Lp(a)) und AAA-Diagnose postuliert. Eine
aktuelle Metaanalyse bestatigt diese Hypothese, spricht aber auch von einer hohen
Heterogenitat der bisherigen Ergebnisse (Lampsas et al. 2022). In unserer Studie
konnten wir jedoch keine signifikanten Unterschiede der Lp(a)-Konzentrationen
zwischen den Kollektiven feststellen (Brandau et al. 2022).

Im Weiteren mochte ich die Ergebnisse zu Lp(a) Uber die Publikation hinaus
diskutieren. Die Patient:innen im paVK-Kollektiv zeigten die hochsten Lp(a)-
Konzentrationen mit einer nahezu signifikanten Erhdhung im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe (Brandau et al. 2022, Tabelle 7). Lp(a) ist bereits als Risikofaktor flr
einige kardiovaskulare Erkrankungen bekannt und konnte ebenfalls ein Risikofaktor
fur die Entstehung einer paVK sein (Nestel et al. 2022). Fur das AAA ist Lp(a) jedoch
bisher nicht als Risikofaktor oder Biomarker etabliert. Weitere Studien und eine
standardisierte Lp(a)-Bestimmung sind notwendig, um die Sensitivitat von Lp(a) als
Biomarker fur das AAA trotz hoher Heterogenitat der Werte zu prifen (Lampsas et al.
2022). In unserer Studie konnten wir fur Lp(a) kein starkes Potenzial als Biomarker
fur das AAA erkennen.

Wir zeigten jedoch aulerdem eine hoch signifikante Korrelation zwischen Lp(a)-
Werten und dem Komplex von oxPL/apoB im Gesamtkollektiv (Brandau et al. 2022,
Tabelle 6). Ubereinstimmend konnten auch Tsimikas et al., an deren Publikation wir
uns fur die oxLDL-Bestimmung methodisch orientierten, diese Korrelation in ihrem
Gesamtkollektiv feststellen. Die Autor:innen stellten die Hypothese auf, dass der
Grund fur die starke Korrelation das gehaufte Vorkommen von oxidierten
Phospholipiden auf dem Lp(a)-Lipoprotein sein kdnnte und vermuten darin auch eine
Teilursache fur die hohe Atherogenitat von Lp(a) (Tsimikas et al. 2005).

Wichtiges Ziel unserer Studie war die eingehende Untersuchung eines mdglichen
pathogenetischen Zusammenhangs von oxLDL und NETs beim AAA anhand von
Patient:innenmaterial. Bei den AAA-Patient:innen konnten wir eine Erhohung der
NET-Parameter feststellen. Die MPO- und cfDNA-Werte waren in der AAA-Gruppe
sowohl im Vergleich zum paVK-Kollektiv als auch zu den gesunden Proband:innen
statistisch signifikant erhoht. Auch bezuglich der citH3-Konzentration zeigte sich im
Vergleich zum gesunden Kollektiv eine signifikante und im Vergleich zur paVK-
Gruppe eine tendenzielle Erhdhung bei den AAA-Patient:innen. Wie oben bereits
erwahnt, konnte unsere Arbeitsgruppe bereits in einem grof3eren Kollektiv einen
statistisch signifikante Assoziation zwischen einer erhdhten citH3-Konzentration und
AAA darstellen (Eilenberg et al. 2021).
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In unserer Studie wiesen wir fur alle getesteten NET-Parameter die hochsten Werte
im AAA-Kollektiv nach. Die NET-Parameter untereinander korrelierten in der
vorliegenden Arbeit signifikant, besonders deutlich war dies im AAA-Kollektiv.
Eventuell konnte dies, verglichen mit anderen kardiovaskularen Erkrankungen wie
der paVK, auf einen besonders starken Beitrag von NETs im Pathomechanismus des
AAA hinweisen.

Darlber hinaus sollte unsere Studie eine mogliche Assoziation von Lipoproteinen mit
NETs im Blut bei AAA-Patient:iinnen beleuchten. Betrachtet man alle drei
Studiengruppen gemeinsam, konnten wir keine Korrelation zwischen oxLDL und
NET-Parametern feststellen. In der AAA-Gruppe jedoch zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen citH3 und oxLDL. Passend dazu hatten AAA-Patient:innen mit
einem citH3-Wert Uber dem Median auch eine deutlich signifikant hdhere Serum-
Konzentration von oxLDL.

Im zweiten Teil der Studie untersuchten wir die Wirkung von Lipoproteinen auf die
NETose in vitro. Im sogenannten DNA-Release-Assay forderte oxLDL die
Ausschuttung von NETs durch vorstimulierte Neutrophile. Die Inkubation mit HDL
fuhrte jedoch zu keiner signifikanten Veranderung der NET-Ausbildung. Analog zu
den Ergebnissen von Obama et al. und Awasthi et al. hatte auch nLDL keinen
signifikanten Effekt auf die NETose (Awasthi et al. 2016; Obama et al. 2019). Wir
konnten lediglich einen leichten Trend zur NETose-Hemmung durch HDL und nLDL
verzeichnen. Zwischenzeitlich erschien jedoch 2022 eine Publikation, welche von
einer hemmenden Wirkung durch HDL auf die durch oxLDL induzierte NET-
Formation berichtet. Die oxidierte Form von HDL hingegen war wirkungslos, sodass
insbesondere oxidierten LDL-Partikeln ein NETose-fordernder Effekt zugesprochen
wird (Ohinata et al. 2022). Aus zellbiologischer Sicht ist es wichtig zu unterscheiden,
dass sich die Ergebnisse von Ohinata et al. auf die durch oxLDL-induzierte NET-
Bildung beziehen, wohingegen wir in der vorliegenden Studie den Effekt von HDL auf
mit dem Kalzium-lonophor A23187 vorstimulierte Neutrophile untersuchten.

Die Assoziation von oxLDL selbst, aul3erhalb des Kontexts der NETose, mit dem AAA
wird in der Fachliteratur sehr kontrovers diskutiert. Wahrend 2019 die Auswirkungen
von oxLDL auf die Progression eines AAA in einer Publikation von Gutowski et al. als
gering beschrieben werden (Gutowski et al. 2019), wird aktuell insbesondere der
Zusammenhang zwischen dem Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1
(LOX-1), welcher vor allem fur die Aufnahme von oxLDL in Endothelzellen
verantwortlich ist, und der Wahrscheinlichkeit einer AAA-Ruptur untersucht
(Takahashi et al. 2023). In einer aktuellen Publikation, wurde zwar ein erhohtes
Vorkommen des oben erwahnten LOX-1 in der Aneurysmaregion nachgewiesen
(Hofmann et al. 2023), dies scheint jedoch eher einer Aneurysmaruptur
entgegenzuwirken. Takahashi et al. konnten im Mausmodell, wider der Erwartungen,
feststellen, dass ein Mangel an LOX-1 die Gefallwand durch eine Verringerung der
Fibroblasten sowie der Kollagensynthese in der Adventitia schwacht und somit zu
einer erhohten Rupturwahrscheinlichkeit fihrt (Takahashi et al. 2023).

Auch im Rahmen unserer Studie zeigte die AAA-Gruppe unerwarteter Weise die
niedrigsten, teils kaum nachweisbare, oxLDL-Werte (Brandau et al., Tabelle 5).
Trotzdem stitzt die signifikante Korrelation zwischen citH3 und oxLDL in der AAA-
Gruppe, in Zusammenschau mit dem fordernden Effekt des oxLDL auf vorstimulierte
Neutrophile in vitro, die Hypothese, dass oxLDL Uber eine verstarkte NET-
Ausschuattung durch vorstimulierte Neutrophile eine fordernde Rolle in der
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Pathogenese des AAA spielen konnte. Ein Szenario in dem vorstimulierte
Neutrophile mit oxLDL in Kontakt geraten, ist in vivo gerade bei AAA-Patient:innen,
z.B. im intraluminalen Thrombus, durchaus gegeben.

Da sich unsere Studie lediglich mit zirkulierenden oxidierten Lipoproteinen
beschaftigte, ware die weitere Erforschung des lokalen oxLDL-Vorkommens in der
Aneurysmaregion interessant. Denn es ware wahrscheinlich, dass eine erhohte
oxLDL-Konzentration hier zu einer Steigerung der NETose fuhrt, wenn neutrophile
Granulozyten durch die chronische Entzindungsreaktion vorstimuliert werden.
Betrachtet man oxLDL daher im pathomechanistischen Kontext der parallel
ablaufenden NET-Bildung, so koénnte oxLDL madglicherweise Uber diesen
Mechanismus progressiv auf das AAA wirken. Ebenfalls ware eine weitere
Untersuchung der Ergebnisse von Ohinata et al. wilnschenswert, um einen
mdglichen hemmenden Effekt von HDL auf die oxLDL-induzierte NET-Ausschuttung
zu validieren (Ohinata et al. 2022). Um diese Fragen abschliellend zu klaren, sind
weitere Studien notwendig.
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Kurzfassung/Abbreviated Version

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) sind Teil der angeborenen Immunabwehr und
werden von aktivierten Neutrophilen zur Immobilisierung von Pathogenen
ausgeschuttet. Aktuelle Publikationen lassen vermuten, dass NETs auch eine
wichtige Rolle in der Pathogenese vieler kardiovaskularer Erkrankungen, u.a. dem
abdominellem Aortenaneurysma (AAA), spielen. Zu den Stimuli flr die Ausschittung
von NETs durch Neutrophile gehort auch oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (oxLDL).
Ziel unserer Studie war die Erforschung einer moglichen in vivo Assoziation bei AAA-
Patient:innen zwischen NET-Parametern und oxLDL. In vitro interessierte uns, ob die
Gegenspieler oxLDL und HDL auch in Bezug auf die Ausschuttung von NETs
antagonistisch wirken.

In je einem Kollektiv aus AAA-Patient:innen (n=40), gesunden Proband:innen (n=29)
und Patient:innen mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit (n=40) bestimmten
wir die Plasma-Konzentration der NET-Parameter citrulliniertes Histon H3 (citH3),
Myeloperoxidase und zellfreie DNA sowie die Serum-Konzentration von oxLDL. In
vitro testeten wir den Effekt von oxLDL, nativem LDL und High-Density-Lipoprotein
(HDL) auf vorstimulierte und nicht-stimulierte aus peripherem Blut isolierte
Neutrophile.

Die AAA-Patientiinnen zeigten im Vergleich zu den beiden anderen Kollektiven
erhdhte NET-Parameter. In der AAA-Gruppe war eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen citH3 und oxLDL gegeben.

Im DNA-Release-Assay konnten wir in vitro einen fordernden Effekt von oxLDL auf
die NET-Ausschuttung der vorstimulierten, isolierten Neutrophilen nachweisen. HDL
hatte keinen Effekt auf die NET-Freisetzung.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass oxLDL uber eine verstarkte NET-
Ausschuttung durch bereits aktivierte Neutrophile eine Rolle in der AAA-Pathogenese
spielen konnte.

Neutrophil extracellular traps (NETs) are part of the innate anti-pathogenic immune
response and are released by activated neutrophils. Recent publications suggest that
NETs also contribute to the pathogenesis of various cardiovascular diseases,
including abdominal aortic aneurysm (AAA). Among other stimuli, oxLD is an inducer
of NET formation. In this study we explored a potential in vivo association of NET
parameters and oxidized low density lipoprotein (oxLDL) in AAA patients. We also
investigated in vitro, whether and how the antagonists oxLDL and high density
lipoprotein (HDL) affect the formation of NETs.

In a cohort of AAA patients (n=40), healthy volunteers (n=29) and patients with
peripheral artery occlusive disease (n=40) we determined the plasma concentrations
of the NET parameters citrullinated Histone H3 (citH3), myeloperoxidase and cellfree
DNA, as well as the serum concentration of oxLDL. In vitro we used a DNA release
assay for testing the effect of oxLDL, native LDL and HDL on primed and unprimed
isolated peripheral blood neutrophils.

The AAA patients showed elevated NET parameters compared to the other two
collectives. Furthermore, a statistically significant correlation between citH3 and
oxLDL was observed in the AAA group. In the DNA release assay oxLDL enhanced
NET release by prestimulated neutrophils. In contrast, HDL had no effect on the NET
formation.

In summary oxLDL may contribute to AAA pathogenesis by enhancing NET formation
of activated neutrophils.

28



Erklarung des Eigenanteils

Im Folgenden mdchte ich meinen Eigenanteil an dieser Promotionsarbeit, sowie den
Anteil der Koautor:innen darstellen.

Das Konzept fur die vorliegende Studie und Publikation entwarf ich zusammen mit
Prof. Dr. Christine Brostjan, in deren Arbeitsgruppe schon einige Vorarbeiten zur
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Die in der Publikation verwendeten Plasma- und Serum-Proben der AAA-
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Zusammenarbeit mit Verena Nairz, Emely Manville und Veronika Kessler
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erganzte die Biobank um deren Blutproben. Dazu gehorte ebenfalls die Eingabe von
Informationen aus der Anamneseerhebung der in der Biobank vertretenen
Patient:innen in eine Datenbank, die mafigeblich von Dr. med. univ. Johannes Klopf
konzipiert und gepflegt wurde.

Einen methodischen Plan fir die experimentelle Umsetzung erarbeitete ich mit Frau
Prof. Brostjan. Die Methodik zur Verarbeitung der Blutproben fur die Biobank, sowie
fur den MPO- und citH3-ELISA erlernte ich von Hubert Hayden, sodass ich die
Experimente spater selbststandig durchfihren konnte. Die qPCR zur Detektion von
cfDNA wurde von Herrn Hayden realisiert. Den ELISA zur Quantifizierung von oxPL/
apoB konnte ich zusammen mit Maria Osvar-Kozma umsetzen. Frau Osvar-Kozma
und Taras Afonyushkin (Klinisches Institut fir Labormedizin, MUW) stellten fir diese
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experimentelle Arbeit mit Lipoproteinen. Herbert Stangl (Institut far Medizinische
Chemie und Pathobiochemie, MUW) stellte freundlicherweise das HDL zur
Verfugung. Mit Hilfe von Sonja Bleichert eignete ich mir die Methodik zur Isolation
von Neutrophilen aus dem peripheren Blut an. Durch Nahla Ibrahim erlernte ich das
Verfahren des DNA-Release-Assays flur dessen Durchfiihrung und Auswertung Frau
Ibrahim und ich verantwortlich waren.
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durchfuhren konnte. Die schriftliche Publikation wurde ebenfalls von mir verfasst und
von Frau Prof. Brostjan Uberarbeitet. In das Korrekturlesen waren neben allen
Koautor:innenn und mir auch Prof. Dr. Axel Larena-Avellaneda, sowie Prof. Dr. Sven
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