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RESUM

El diametre mitja de I'aorta abdominal infrarrenal varia segons factors com I'edat, el
sexe i la mida corporal. L'augment del diametre de I'aorta és continu durant la vida,
perod pot arribar a ser patologic quan el creixement és excessiu i provoca la formacio
d'un aneurisma. L'aneurisma d’aorta abdominal (AAA) és una dilatacio focal
produida pel debilitament de la paret de l'aorta que condueix a una dilatacid

progressiva i pot arribar a provocar la ruptura.

L'AAA és una malaltia complexa amb factors de risc ambientals i genétics. Persones
amb un familiar amb AAA tenen un risc més elevat de desenvolupar un aneurisma,
sobretot els familiars masculins de primer grau. S’ha determinat que els factors

genetics, és a dir, I'heretabilitat de I'AAA és superior al 70%.

En la majoria dels casos, 'AAA és una patologia asimptomatica. Es per aixd que el
seu diagnostic precog¢ €s complicat, i habitualment el seu diagnostic és casual en
fer proves d’'imatge a la recerca d'altres patologies. Un cop diagnosticat 'AAA és
vital fer un seguiment del creixement del mateix per poder intervenir abans que el
risc de ruptura sigui elevat. Hi ha una variacio substancial en les taxes de creixement
entre individus i aquest no és constant al llarg del progrés de la malaltia. Avui en dia
nomes hi ha dos criteris per indicar la intervencio, el diametre de I'aneurisma i la

velocitat de creixement.

En alguns paisos es recomana el cribratge de la poblacié en risc, homes majors de

65 anys i fumadors, per intentar identificar els individus amb AAA. Tot i que esta
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descrit que en els paisos amb cribratge hi ha una reduccié important de la mortalitat

per AAA, actualment hi ha un debat a Espanya sobre la seva cost-efectivitat.

Per tal d’estudiar la base genética del diametre de l'aorta, es va crear una cohort
familiar de pacients amb AAA i els seus familiars: TAGA (Triple A Genetic Analysis),
que inclou 407 individus relacionats en 12 families seleccionades a partir d’'un
pacient amb AAA. La cohort, per tant, inclou 12 pacients amb AAA i 395 individus
sans pero d’alt risc genétic per AAA. Com a part d’aquest treball, hem calculat
I'heretabilitat i les correlacions genétiques entre el diametre de I'aorta abdominal i
diferents parametres clinics. L'edat, el sexe masculi, una major algada, el pes, els
nivells de creatinina en sérum i una millor capacitat pulmonar han resultat ser els
millors predictors del diametre aortic en pacients sans. El model sense AAA explica
el 73% de la variabilitat del diametre aortic i és capag¢ de predir correctament el
diametre de 'aorta en pacients “sans” perd no en pacients amb AAA, fet que ens fa
pensar que hi ha factors addicionals que desencadenen la dilatacié patologica de

l'aorta.

El treball també demostra que hi ha un fons genétic comu que determina el diametre
de les artéries aorta, femorals i poplities. A més, l'algcada i les proves de funcid
pulmonar també presenten correlacions genétiques significatives amb el diametre
aortic, cosa que suggereix I'existéncia de gens comuns que determinen la capacitat

pulmonar i el diametre aortic.

Finalment, els nostres resultats suggereixen la implicacio dels gens del receptor del
factor de creixement epidérmic (EGFR) i de la betacel-lulina (BTC) amb el diametre

aortic. 'EGFR és un gen del qual ja s’havia descrit la seva relacio amb I'AAA, per
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tant, la seva relacio amb el diametre adrtic normal podria indicar que un fons genétic

comu podria determinar el diametre de I'aorta i el seu futur risc d’AAA.

Per altra banda, per a estudiar els factors involucrats en el creixement de 'AAA i
identificar possibles causes de la variabilitat de la taxa de creixement entre individus,
hem creat un estudi longitudinal hospitalari amb pacients amb AAA reclutats en dos
hospitals d’Espanya: I'estudi TABS (Triple-A Barcelona Study). Actualment, hi ha
inclosos 439 pacients amb mesures del diametre adrtic abdominal, juntament amb
informacié antropomeétrica, clinica i mostres de sang extretes en les visites de

seguiment.

Els nostres resultats mostren un augment significatiu de les taxes de creixement a
mesura que augmenta el diametre de l'aneurisma. A més, s’observa una alta
variabilitat en les taxes de creixement entre individus de diametres comparables, el
qual suggereix que hi ha factors addicionals que contribueixen a la variabilitat de les

taxes de creixement, més enlla del diametre inicial.

Per tal d’aprofundir en els possibles factors, vam crear diferents models predictius
del diametre aortic i la velocitat de creixement basats en les dades cliniques i
antropometriques dels pacients. Cap dels factors clinics estudiats va mostrar un pes
suficientment rellevant en la prediccié del creixement de l'aorta, més enlla del
diametre inicial i el temps des de la primera visita. A partir d’aquest model vam poder
fer prediccions ajustades del diametre aortic al llarg del temps per cada pacient.
Aquest model ens va permetre deduir el temps que resta per assolir un diametre
aortic de rang quirurgic (55 mm per als homes i 50 mm per a les dones) segons

I'interval de referéncia del diametre de 'AAA en el moment del diagnostic.
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Les nostres dades suggereixen que augmentar els intervals de vigilancia en els
diametres més petits seria segur. En concret, en una estimaciéo basant-nos en
aquests resultats i extrapolant a la poblacié6 Espanyola, hem estimat que si el
nombre de visites que es podrien estalviar en diametres aodrtics petits s’invertissin
en fer cribratge a la poblacié de risc (homes fumadors de 65 anys) es podrien

identificar prematurament 521 AAA/any a Espanya.

En global, aquesta tesi avanga en el coneixement dels factors que determinen el
diametre de I'aorta tant en individus sans d’alt risc com en pacients amb AAA, apunta
a nous factors de risc, i representa aixi un pas prometedor per entendre el
creixement dels aneurismes, per avancgar cap al desenvolupament de millors eines
de prediccio per avaluar les decisions cliniques en pacients amb AAA i per orientar

futures politiques de cribratge.

19



ABSTRACT

The average diameter of the infrarenal abdominal aorta varies depending on factors
such as age, sex, and body size. The increase in the aortic diameter is continuous
throughout life, but it can become pathological when the growth is excessive, leading
to the formation of an aneurysm. An Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a focal
dilation caused by the weakening of the aortic wall, which leads to progressive

dilation and can eventually cause rupture.

AAA is a complex disease with both environmental and genetic risk factors.
Individuals with a family member who has AAA have a higher risk of developing an
aneurysm, particularly first-degree male relatives. It has been determined that

genetic factors, that is, the heritability of AAA is above 70%.

In most cases, AAA is an asymptomatic condition, which makes its early diagnosis
complicated, and usually incidental -during imaging tests for other conditions-. Once
AAA s diagnosed, it is vital to monitor its growth to intervene before the risk of rupture
becomes high. There is substantial variation in growth rates between individuals,
and this is not constant throughout the progression of the disease. Currently, there
are only two criteria for indicating intervention: the diameter of the aneurysm and the

growth rate.

In some countries, population screening is recommended for individuals at risk, such

as men over 65 years old that smoke. Although countries with screening have seen
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a significant reduction in AAA-related mortality, there is currently a debate in Spain

regarding its cost-effectiveness.

To study the genetic basis of aortic diameter, our group created a family cohort of
patients with AAA and their relatives: TAGA (Triple A Genetic Analysis), which
includes 407 individuals in 12 families selected through a patient with AAA. The
cohort, therefore, includes 12 patients with AAA and 395 healthy individuals at high
genetic risk for AAA. As part of this work, we have calculated heritability and genetic
correlations between the diameter of the abdominal aorta and various clinical
parameters. Age, male sex, greater height, weight, serum creatinine levels, and
better lung capacity were found to be the best predictors of aortic diameter in healthy
individuals. The model generated without AAA patients explains 73% of the variability
in aortic diameter and is able to correctly predict the diameter of the aorta in “healthy”
patients but not in patients with AAA, leading us to believe that there are additional

factors that trigger pathological dilation of the aorta.

The study also shows that there is a common genetic background that determines
the diameter of the aorta, femoral, and popliteal arteries. Furthermore, height and
pulmonary function tests also show significant genetic correlations with aortic
diameter, suggesting the existence of common genes that determine both lung

capacity and aortic diameter.

Finally, our results suggest the involvement of epidermal growth factor receptor
(EGFR) and betacellulin (BTC) genes with aortic diameter. EGFR is a gene that has

already been described in relation to AAA, and its relationship with normal aortic

21



diameter could indicate that a common genetic background could determine the

aortic diameter and its future risk of AAA.

On the other hand, to study the factors involved in AAA growth and identify possible
causes of the variability in growth rates between individuals, we created a hospital-
based longitudinal study with patients with AAA recruited from two hospitals in Spain:
the TABS (Triple-A Barcelona Study). Currently, 439 patients are included, with
measurements of abdominal aortic diameter, along with anthropometric and clinical

information and blood samples taken at follow-up visits.

Our results show a significant increase in growth rates as the diameter of the
aneurysm increases. Additionally, there is high variability in growth rates between
individuals with comparable diameters, suggesting that there are additional factors

contributing to the variability in growth rates, beyond the initial diameter.

To explore possible factors further, we created different predictive models of aortic
diameter and growth rate based on clinical and anthropometric data from the
patients. None of the clinical factors studied showed a sufficiently relevant weight in
predicting aortic growth, other than the initial diameter and the time since the first
visit. Based on this model, we were able to make adjusted predictions of aortic
diameter over time for each patient. This model allowed us to estimate the time
remaining until an aortic diameter reaches a surgical range (55 mm for men and 50
mm for women) according to the reference interval of AAA diameter at the time of
diagnosis and suggested that increasing the surveillance intervals for lower
diameters would be safe. Specifically, in an estimate based on these results and

extrapolated to the Spanish population, we estimate that if the number of visits that
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could be saved for smaller aortic diameters were redirected towards screening at-
risk populations (smoking men over 65 years), 521 AAA cases could be identified

prematurely per year in Spain.

Overall, this thesis advances our understanding of the factors that determine aortic
diameter in both healthy genetically-enriched individuals at and patients with AAA it
points to new risk factors, and it represents a promising step towards understanding
the growth of aneurysms, therefore developing better prediction tools to assess

clinical decisions in patients with AAA and guiding future screening policies.
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1. INTRODUCCIO




1. INTRODUCCIO

1.1 ARTERIA AORTA

L'arteria aorta és I'artéria principal del cos huma i és el vas de calibre més gran i pel
qual circula el volum més elevat de sang en tot 'organisme. La seva principal funcio
és transportar la sang oxigenada des del cor fins a la resta d’organs i teixits. Es un
conducte amb propietats elastiques gracies a les quals durant la sistole cardiaca
I'arteria aorta es distén i durant la fase diastolica tot aquest volum de sang que
absorbeix donada la seva expansio elastica és impulsat i aixi manté un flux sanguini

continu i equilibrat a la resta de I'organisme.

1.1.1 Anatomia

L'aorta neix de la valvula adrtica del cor que es troba a la sortida del ventricle
esquerre. Totes les artéries del cos huma, excepte de les artéries pulmonars,
s’originen de I'aorta. L’'aorta es divideix en tres segments al llarg del seu recorregut

que va des del cor fins a la seva bifurcacio, en les artéries iliaques (Imatge 1):

- Aorta ascendent: en sentit cranial i de trajecte curt. Es d’on s’originen les

artéries coronaries que donen irrigacio al cor.

- Arc aortic: segment en forma de crossa i on canvia de sentit, de cranial a
caudal fent una corba de 180°. Es on s’originen els troncs supraaortics (tronc

braquiocefalic, artéria carotida comuna esquerra i artéria subclavia esquerra).
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- Aorta descendent: en sentit caudal i sent el trajecte més llarg. Es
subdivideix en dues porcions, l'aorta toracica descendent es troba proximalment
dins la cavitat toracica, és d’on s’originen branques menors (les artéries bronquials,
esofagiques, mediastiniques i intercostals) (1,2). Un cop sobrepassat el diafragma
s’anomena aorta abdominal i es troba centralment dins de I'espai retroperitoneal.
Acaba en la bifurcacié adrtica on dona origen a les dues artéeries iliaques comunes,
la dreta i 'esquerra (3). Pel que fa a 'aorta abdominal, s’originen multiples branques
arterials, les branques majors, que son les artéries renals i viscerals (tronc celiac,
les arteries mesentérica superior i inferior) i les branques menors que s’originen a
diferents nivells al llarg de tot el trajecte de l'aorta abdominal (artéries fréniques

inferiors, les lumbars i l'artéria sacra mitja) (4,5).

Abd.

aorta

https://www.uptodate.com/contents/image?imageKey=P1/74006
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El diametre de I'aorta abdominal va disminuint al llarg del seu recorregut des del
nivell toracic fins a 'abdominal. De mitjana hi ha una diferéncia de 2 mm entre 'aorta
suprarenal (proximal a les artéries renals) i 'aorta infrarrenal (distal a les artéries
renals). El diametre mitja de I'aorta abdominal infrarrenal varia segons factors com
ara l'edat, el sexe i la mida corporal. Oscil-la entre 121 19 mm en dones i entre 14 i
21 mm en homes (6,7). L'augment de la mida de I'aorta és continu al llarg de la vida,

la taxa de creixement normal és d'uns 1-2 mm/any (8).

1.1.2 Histologia

Histologicament, igual que la resta d’artéries del cos i a diferéncia de les venes, la

paret de I'aorta s’estructura en tres capes:

- intima: és la més interna. Esta formada per I'endoteli i una capa de teixit
connectiu. La capa endotelial té contacte directe amb el flux sanguini i t& un paper

important en la regulacio del to vasomotor.

- Mitja: és la més desenvolupada i la que té més gruix. Esta formada

principalment per teixit muscular llis i fibres elastiques.

La composicié d’elastina que presenta la capa mitja és la responsable de la
distensibilitat que té la paret arterial davant dels polsos de pressié sanguinia
generats pel cicle cardiac, ajuda al fet que el flux sanguini sigui continu i és
fonamental en la regulacié de la pressio arterial. La composicié d’elastina no és
uniforme al llarg de tota I'aorta, és per aixo que a I'aorta toracica predomina I'elastina

i en I'aorta abdominal el col-lagen, el que fa que la capa mitja es vagi fent més prima
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i la capa intima es vagi engruixint (9). Aquesta diferéncia histologica explica, en part,
la diferéncia de patologies entre I'aorta toracica i 'abdominal (4,10). Les cél-lules
musculars llises son les que regulen i produeixen les proteines que componen la

matriu extracel-lular (4,5).

- Adventicia: és la més externa. Esta formada per fibres de col-lagen i
elastina. Es una capa de teixit connectiu fibrés poc elastic, on es troben els vasa
vasorum que son els responsables de subministrar sang a les capes internes de

'aorta (4,11).

Es important conéixer aquesta distribucié estructural de la paret de I'aorta per a
entendre la seva implicacié etiopatogénica en la degeneracié de la paret i la

formacio de la patologia aneurismatica.

1.2 ANEURISMA D’AORTA ABDOMINAL

Un aneurisma es defineix com una dilatacié permanent i localitzada d’'una artéria de

més del 50% respecte al seu diametre normal (12,13).

Els aneurismes es poden produir en qualsevol artéria de I'organisme. Els més
frequents so6n a nivell de l'aorta abdominal, anomenats aneurismes d’aorta
abdominal (AAA), trobant-se majoritariament a nivell infrarrenal (distalment a la

sortida de les artéeries renals) (20).

L'aneurisma d’aorta abdominal es caracteritza per un deteriorament estructural de
la paret vascular que condueix a una dilatacié progressiva i permanent de l'artéria

aorta a nivell infradiafragmatic en el qual el seu diametre és 1,5 vegades més de

29



I'esperat (15). Aquesta dilatacio progressiva pot conduir a la ruptura de 'aneurisma.
Un AAA trencat és una emergéncia médica amb una alta taxa de mortalitat, descrita
de fins a un 90% (16,17), sent la desena causa de mort en homes majors de 55

anys en paisos industrialitzats (18).

Tal com hem comentat anteriorment, el diametre esperat de I'aorta abdominal no
patologica és aproximadament d’entre 12-19 mm en dones i 14-21 mm en homes
per sobre dels 50 anys (6,7,19-22). Es per aixd que les guies de la Societat Europea
de Cirurgia Vascular (ESVS) (14) defineixen I'aneurisma d’aorta abdominal com
aquella dilatacié de I'aorta abdominal que sigui més gran de 30 mm de diametre
transvers. Quan una dilatacié localitzada de I'aorta fa menys de 30 mm, s’anomena
ectasia i el terme arteriomegalia fa referéncia a una ectasia difusa de l'aorta i pot
afectar a les artéries secundaries de l'aorta com sén les iliaques i les femorals

(13,23).

La diferéncia en la prevalenga d’aneurisma segons el tram d’aorta es deu a
processos hemodinamics i histoldgics. Com que progressivament I'aorta abdominal
té un diametre menor que la toracica, el segment infarrenal de I'aorta ha de suportar
més pressio sanguinia (24-27). Per altra banda, I'aorta abdominal t& menys fibres
d’elastina i aquesta elastina té una vida mitja de 40-70 anys i no es resintetitza, i per
aixd l'aorta d’'un adult va perdent les fibres d’elastina i es torna més rigida (9,28).
Aquest deteriorament histologic associat a I'edat podria explicar per qué els AAA

sén més frequents en pacients amb edat avancada (7,17,29-31).
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1.2.1 Classificacio

Els AAA frequentment es classifiquen segons la seva localitzacio al llarg de I'aorta,

perd també es poden classificar segons la seva morfologia, la seva estructura o la

seva etiologia.

Segons la seva localitzacié es classifiquen depenent de si tenen afectacio o no de

les artéries renals i la seva ubicacio respecte a les mateixes (Imatge 2).

Suprarenal AAA Pararenal AAA Juxtarenal AAA Infrarenal AAA

\“

(Font: https://www.emdocs.net/abdominal-aortic-aneurysm-clinical-highlights-updates/#gallery-2)

Imatge 2. Classificacio dels aneurismes d’aorta abdominal

L'AAA suprarrenal és aquell que s’inicia proximalment a les artéries renals, 'AAA
pararrenal quan el seu inici afecta I'dstium de les artéries renals, 'AAA juxtarrenal
quan s’inicia just distalment a les artéries renals i '’AAA infrarrenal és quan I'inici de
'aneurisma és distal a les artéries renals, és el més freqlent i representa

aproximadament un 90% dels aneurismes d’aorta abdominal.
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Quan un aneurisma s'inicia per sobre dels troncs viscerals s'anomenen aneurismes
toracoabdominals i tenen una classificacié propia en cinc tipus. Quatre van ser
descrits pel Dr. Crawford i posteriorment els Drs. Safi i Miller van ampliar la
classificacié amb un tipus més (32). Soén: |, distal a I'arteria subclavia esquerra per
sobre de les artéries renals; Il, distal a 'artéria subclavia esquerra per sota de les
arteries renals; lll, des del sisé espai intercostal fins a sota de les artéries renals; 1V,
del dotze espai intercostal fins a la bifurcacié iliaca; V, per sota del sisé espai

intercostal fins just per sobre de les artéries renals (Imatge 3).
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Imatge 3. Classificacio dels aneurismes d’aorta toracoabdominals: |

(Font: https://www.intechopen.com/chapters/1183001)
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Morfologicament, els aneurismes poden ser fusiformes o saculars (Imatge 4). Els
aneurismes fusiformes impliquen una dilatacio uniforme de tota la circumferéncia de
la paret arterial, sent bastant simétrics. Per contra, en els aneurismes saculars la
dilataci6 és només en un segment de la paret arterial i sén asimeétrics. Els
aneurismes fusiformes son els més frequents (90%); tot i aix0, els aneurismes

saculars tenen major risc de ruptura (33,34).

https://epos.myesr.org/posterimage/esr/ecr2018/143252/mediagallery/758664?deliveroriginal=1

Segons la seva estructura histologica els aneurismes es poden classificar en
aneurismes verdaders o pseudoaneurismes (falsos aneurismes) (Imatge 5). En els
aneurismes verdaders la dilatacié arterial afecta a les tres capes (intima, mitja i

adventicia), per contra, en els pseudoaneurismes la dilatacié produida és per la
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ruptura d’alguna de les capes i es forma un hematoma contingut per la capa més

externa, I'adventicia (35,36).
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L'etiologia més frequent dels AAA sbn els secundaris a un procés degeneratiu de

tipus arterioesclerdtic (37). En segon lloc, son els aneurismes micotics, secundaris

a un proces infeccios. Menys habitualment els aneurismes poden ser; inflamatoris,
de causa desconeguda, perd amb una afectacid histologica diferent dels
arterioesclerotics; traumatics, generalment secundaris a una ruptura parcial
continguda i la posterior dilatacié arterial; els aneurismes congénits son

excepcionals; perd si que es produeixen aneurismes secundaris a malalties

genetiques; o secundaris a una disseccio aortica prévia que debilita la paret arterial

i provoca una posterior dilatacié aneurismatica (5,35,38,39).
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En tot aquest treball fem referéncia i estudiem els aneurismes d’aorta abdominal

infrarrenal fusiformes i arterioesclerotics.

1.2.2 Epidemiologia

L’AAA és una patologia que apareix en edats avangades. Donat que majoritariament
és asimptomatica, la prevalenga real és desconeguda i esta infradiagnosticada

(40,41).

Les prevalences més aproximades a la realitat les obtenim de dues fonts. Els estudis
amb autopsies mostren una prevalenga d’entre 1-5% (42,43). Per altra banda, tenim
els resultats obtinguts dels programes de cribratge poblacional on s’estima una
prevalenca de 4-8,9% en homes i del 0,7-2,2% en dones d’entre 55 i 75 anys
(41,44). Aquesta prevalenca global varia segons la poblacié. La caucasica és la que
té una prevalenga més elevada respecte a la poblacié d’ascendéncia africana,
encara que tendeixen a tenir diametres aortics no patologics meés elevats que els

caucasics (45).

A Espanya la literatura al respecte és limitada, ja que la majoria dels estudis son fets
per comunitats autbnomes i amb grups poblacionals reduits. S’estima una

prevalencga d’entre el 3,3 i 4,7% en homes majors de 65 anys (46—48).

També s’ha descrit un augment de la prevalenga associada a altres comorbiditats i
factors de risc, com el tabaquisme (31), la hipercolesterolémia (31,49), la hipertensio
arterial (49,50), la malaltia arterial periferica (49), la malaltia coronaria (51) i els

accidents isquémics cerebrals (52,53).
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Pacients amb aneurismes arterials en altres localitzacions també presenten una
prevalenca augmentada de fins al 20-40% (54,55). Es criteri de cribratge d’AAA

quan un pacient presenta un aneurisma d’artéria femoral o poplitia i viceversa.

Com comentarem detalladament més endavant, hi ha una base genética dels AAA.
S’ha descrit una prevalengca augmentada en familiars de primer grau que arriba al

15-27% (56,57).

1.2.3 Factors de risc

Els factors de risc d’AAA els podem diferenciar segons si son factors de risc per al
desenvolupament de I'aneurisma, pels que augmenten la velocitat de creixement i

els que augmenten el risc de ruptura.

La incidencia d’AAA augmenta amb l'edat, perd en la literatura no hi ha dades
consistents que relacionin el creixement dels AAA amb l'edat (58-63). El sexe
masculi és un dels principals factors de risc per a la formacié d’'un AAA. S’ha descrit
una prevalenca de fins a 3-4 vegades superior respecte a les dones. Tot i aixd, en
les dones la patologia és més greu, tenen fins a 4 cops més risc de ruptura en AAA

del mateix diametre comparat amb els homes (64).

El tabaquisme és un dels factors de risc més importants pel desenvolupament de
'AAA i és el factor de risc més gran en el creixement (59,65-68) i la ruptura (69). A
més, és I'unic factor de risc modificable, ja que si es deixa de fumar es pot frenar el

creixement de 'AAA i el seu consequent risc de ruptura (70).
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La hipertensié arterial t& una associacié déebil amb el risc de la formacié de 'AAA
(21,61,71,72). El que si esta demostrat és que els pacients que presenten AAA i
hipertensio arterial (HTA), sobretot si esta mal controlada, tenen més risc de
creixement i ruptura (64). La dislipémia (DLP) és un conegut factor de risc
cardiovascular; tot i aix0, no s’ha relacionat amb la formacié ni creixement dels AAA
(21,61,72). Alguns estudis indiquen que els pacients amb tractament amb estatines
tenen un menor creixement de '’AAA, i per aixo seria un factor protector (61,73,74),
perod hi ha controversia, ja que altres estudis no han demostrat cap associacié entre
el tractament amb estatines i el creixement dels AAA (75,76). La diabetis mellitus
(DM) és un conegut factor de risc de les malalties cardiovasculars. Per contra, en el
desenvolupament de I'AAA s’ha descrit com a factor protector, aixi com s’ha

demostrat una associacié negativa amb el seu creixement (21,60—62).

Tal com hem comentat anteriorment en pacients amb arteriopatia en altres nivells i
els aneurismes en altres localitzacions també tenen una frequiéncia més elevada de
formacié d’AAA (5,68,77). Finalment, la malaltia pulmonar obstructiva cronica
(MPOC) també s’ha relacionant significativament amb un risc augmentat de

desenvolupar AAA (33,78,79).

Un cop el pacient ja té establert 'aneurisma, el diametre de I'aneurisma és el factor
de risc més important pel seu creixement i la seva possible ruptura (80-87). A
mesura que augmenta el diametre de l'aneurisma, augmenta la velocitat de
creixement (65,88), i per tan el risc de ruptura. La taxa de creixement dels AAA

d’entre 30 i 55 mm és de 3 mm/any, tot i que hi ha una variacié substancial en les
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taxes de creixement entre individus i encara es desconeixen molts factors que hi

influeixen.

En la Taula 1, es mostren el risc de ruptura als 12 mesos segons el diametre de

I'’AAA (14,84-86).
DIAMETRE AAA RISC DE RUPTURA % (12 mesos)

30-39 mm 0

40-49 mm 05-5
50-59 mm 3-15
60-69 mm 10 - 20
70-79 mm 20-40

>80 mm 30-50

Actualment, I'inica opciod per prevenir la ruptura de 'AAA és realitzant una cirurgia
preventiva. Segons les guies de practica clinica, s'utilitzen la mida i la velocitat de
creixement dels aneurismes com a unics indicadors per a la intervencid quirurgica.
S’intervenen, doncs, els AAA de 55 mm o més en homes i de 50 mm o0 més en
dones, aixi com els AAA que mostren un creixement rapid (establert com a 5 mm al

cap de 6 mesos o 10 mm a l'any) (14,89).

Tot i aix0d, entre el 10-15% dels aneurismes es trenquen amb diametres per sota

dels 55 mm (90) i s’han descrit aneurismes de 120 mm o més que no s’han trencat
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(Imatge 6), i és per aix0 calen més estudis per entendre els factors encara

desconeguts que influeixen en el risc de ruptura.

1.2.4 Clinica

La gran majoria dels AAA sén totalment asimptomatics, cosa que dificulta el seu
diagnostic. Només en casos on I'AAA és molt gran pot produir efecte de massa als
organs més proxims com els ureters (produint hidronefrosis), la vena cava inferior
(pot arribar a produir trombosis) o del pancrees (com el pacient de la Imatge 6 que

va ser diagnosticat de pancreatitis per compressio).

Hi ha dos casos en els quals els AAA produeixen simptomatologia, i sén els AAA

més complicats. Els AAA simptomatics son els aneurismes que produeixen dolor o
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embolitzacions distals procedents del trombe de dins de I'aneurisma que poden
arribar a produir isquémia en les extremitats inferiors. El dolor frequentment és
abdominal, pero també pot ser lumbar, en els flancs, pelvis o irradiat als engonals
(91). El seu diagnostic és exclusiu, si el pacient no té cap altra patologia que expliqui
el dolor i per la prova d’'imatge ’AAA no esta trencat, é€s quan es diagnostica 'AAA
simptomatic (89) i tot i no ser una emergéncia médica, si que es consideren
aneurismes amb risc de ruptura imminent i s’han d’intervenir de manera preferent
independentment de la seva mida (14). La forma més frequent de simptomatologia
secundaria als AAA és quan es trenquen. La ruptura és la complicacié meés greu i
es considera una emergéncia medica, t& una mortalitat de fins al 90% en els
pacients que no arriben a operar-se i del 40-50% en els pacients que sén

intervinguts (92,93).

1.2.5 Diagnostic

El diagnostic de 'AAA es basa en una combinacié entre la historia clinica, 'examen
fisiciles proves d'imatge. Donat que la majoria dels aneurismes sén asimptomatics,
el diagnostic precog és fonamental per evitar complicacions, sobretot la ruptura de

FAAA.

En realitzar la historia clinica s’han de valorar possibles factors de risc com el sexe
masculi, I'edat avangada, antecedents d’hipertensié arterial, tabaquisme o altres

factors de risc cardiovasculars i és important tenir en compte preguntar pels
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antecedents familiars d’AAA o de mort sobtada que podria haver sigut arran de la

ruptura d’'un AAA.

L’exploracié fisica abdominal de rutina només permet el diagnostic del 30% dels
AAA no complicats i si és feta per especialistes que sapiguen detectar una massa
pulsatil abdominal. Aixi i tot, depén de la mida de 'abdomen del pacient i de la mida
de 'AAA. La sensibilitat pot variar des d’'un 30-50% amb un AAA menor de 40 mm

fins a un 80% quan és major de 50 mm (94,95) (Imatge 7).

Un cop diagnosticat un AAA per exploracié fisica, cal fer una prova d’'imatge per
corroborar el diagnostic i per poder determinar la mida de 'AAA, la seva morfologia

(sacular o fusiforme) i la seva localitzacio (suprarrenal o infrarrenal).

Imatge 7. Pacient de baix pes corporal amb un AAA de gran diametre que facilita el diagnostic amb

I'exploracio fisica
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El diagnostic amb ecografia Doppler té una sensibilitat i especificitat elevades, no
és invasiva i no emet radiacié ionitzant. Es la prova d’imatge d’eleccié pel seguiment

dels AAA petits (96—100) i també és la que s'utilitza en els programes de cribratge.

Per poder determinar si es pot realitzar la intervencié quirdrgica d’'un AAA i quina
técnica s’ha d’utilitzar, és imprescindible tenir una prova d’imatge d’alta resolucié.
La més utilitzada amb diferéncia és l'angioTC (Tomografia Computada amb
contrast) que permet una visualitzacio de tota l'aorta i les iliaques, dona una mesura
de 'AAA més exacte que l'ecografia i permet analitzar la morfologia i localitzacio
exacta de 'AAA (49,101,102). Les seves limitacions son la irradiaci6 ionitzant i la
nefrotoxicitat pel contrast iodat. Es per aixd que en algunes ocasions s'utilitza la

ressonancia magnética amb contrast (103).

1.2.6 Seguiment

Com hem comentat anteriorment, la prova d’imatge d’eleccié pel seguiment dels
AAA és l'ecografia abdominal. A Espanya el seguiment es fa seguint les ultimes

guies de la ESVS (14) (Taula 2).

L'ecografia tendeix a infraestimar el diametre real de 'AAA (14,89,99), i és per aixd
que en els pacients que durant el seguiment per ecografia es detecten diametres
proxims al rang quirargic (55 mm en homes i 50 mm en dones) esta indicat demanar
un angioTC per certificar si ja han arribat a rang quirargic i s’ha de planificar la
intervenciod, o si esta per sota de rang i ha de seguir un nou control ecografic en 6

mesos tal com marquen les guies.
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SEXE DIAMETRE AAA (mm)  SEGUIMENT (mesos)

30 -39 36

Masculi 40 - 49 12
> 50 6

30 -39 36

Femeni 40 - 44 12
>45 6

1.2.7 Tractament

Tractament medic: Actualment, no hi ha cap tractament per evitar la formacio de
I’AAA ni per frenar el seu creixement i, per tant, evitar-ne la ruptura. Encara que
s'han estudiat multiples terapies farmacologiques basades en la biologia de 'AAA i
existeixen evidéncies prometedores de models preclinics, inclosos els inhibidors de
I'enzim convertidor d'angiotensina, bloquejadors del receptor d'angiotensina,
inhibidors de les metal-loproteinases de matriu i estatines, fins ara, no s'ha
demostrat que cap sigui eficag reduint el creixement o evitant la ruptura de

I'aneurisma en assajos clinics en humans (89).

Quan un AAA és diagnosticat, si el seu diametre és menor al rang quirurgic, s’indica
tractament meédic profilactic per incidir sobre els factors de risc que poden ser

modificats. El principal, com hem comentat anteriorment, i s’ha d’insistir molt, és en
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deixar de fumar (14), ja que és I'inic factor de risc que un cop exclds s’ha demostrat
que frena el creixement de 'AAA (70). Per altra banda, és important tenir un bon
control de la tensio arterial, ja que els pics d’hipertensié poden produir un augment
de la velocitat de creixement (64). L'objectiu €s mantenir una pressio sistolica per
sota de 130 mmHg. Donat que la gran majoria dels AAA sén de causa
arterioesclerotica, tot pacient amb AAA s’ha de tractar amb antiagregants i estatines
per prevencio secundaria (14,104). Si ’AAA amb recent diagnostic té un diametre
que ja esta dins del rang quirurgic, és quan, tot i donar les recomanacions i
tractaments médics anteriorment comentats, es planteja fer una intervencié
quirurgica com a tractament profilactic davant el possible risc de ruptura, ja que, avui

en dia la intervencid quirurgica és I'unic tractament curatiu de 'AAA (14,89).

Tractament quirargic: La cirurgia electiva per prevenir la ruptura de 'AAA no
complicat esta indicada en pacients amb AAA majors o igual a 55 mm en homes i
50 mm en dones o quan hi ha un creixement rapid, definit com a més de 5 mm als 6
mesos 0 més de 10 mm a I'any, tant en homes com en dones (14,89). Es important
remarcar que la cirurgia en els AAA no complicats és un tractament profilactic. No
es recomana realitzar una reparacio electiva d’AAA en pacients amb una esperanca
de vida limitada (105). En aquest sentit, 'edat és cada cop menys un factor limitant,
si no que s’ha de tenir en compte els antecedents médics del pacient aixi com el
seu estat general. Es important tenir una valoracié per part dels anestesistes, que
estudien si el pacient sera capac de tolerar la intervencio, i també és recomanable
la valoracié per part de geriatria, que fara un estudi per estimar si el pacient podra

superar l'ingrés hospitalari i el postoperatori (106). Quan un pacient esta
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diagnosticat d’AAA i per les seves comorbiditats es decideix que no és tributari a
reparacio electiva, s’ha de plantejar deixar de fer un seguiment del creixement de

'AAA (14).

Hi ha dos tipus d’intervencié disponibles pels AAA, la cirurgia oberta i la cirurgia

endovascular (Imatge 8).

La cirurgia oberta és la técnica classica, és més agressiva i requereix un maneig
tant per part del cirurgia com per part d’anestésia més intensiu i una recuperacio
més llarga. Es per aixd que tot i que durant molt de temps ha sigut la cirurgia
d’eleccid, actualment esta indicada en pacients amb bon estat general i llarga
esperancga de vida (14). També s’ha de tenir en compte que la cirurgia oberta té un
resultat més durador, ja que I'AAA com a tal deixa d’existir i es considera una
reparacio definitiva, i per aixo en el seguiment postquirurgic es realitza un angioTC
cada 5 anys per descartar complicacions tardanes, principalment, la degeneracio6 de

les anastomosis (14).

La cirurgia endovascular, coneguda com a EVAR (EndoVascular Aortic Repair) és
relativament nova, ja que el primer cas es va fer el 1990 (107). Es una intervenci6
molt menys agressiva en l'ambit sistéemic que la cirurgia oberta, i per aixd esta
recomanada en pacients amb alt risc quirurgic i cada cop esta guanyant més terreny
en ser considerada la técnica d’eleccio, tot i que és un debat que encara esta obert
(108). També és important tenir en compte que per la morfologia de I'aneurisma no
sempre es pot escollir quina técnica utilitzar, ja que 'EVAR és més restrictiu
anatomicament. En la cirurgia endovascular 'AAA queda exclos del circuit sanguini,

perd segueix existint organicament, pel qual requereix un seguiment postoperatori
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més exhaustiu, ja que es poden produir endofuites entre la paret adrtica i la protesis,
i aixd implica que '’AAA segueix connectat al reg sanguini i, per tant, segueix havent-
hi un potencial risc de ruptura. Es per aixd que es requereix seguiment amb
ecografia abdominal i angioTC seriats cada 6 mesos 0 1 any segons els resultats, i

aixd pot implicar una radiacié acumulada al llarg de la vida no menyspreable (109).

AAA Open repair of AAA EVAR of AAA

Covered

Graft stents

Imatge 8. Tipus d’intervencio quirurgica per reparar els AAA (A: AAA no intervingut, B: Cirurgia

oberta, B: Cirurgia endovascular)

(Font: https://www.aafp.org/pubs/afp/issues/2022/0800/abdominal-aortic-

aneurysm/jcr:content/root/aafp-article-primary-content-

container/aafp article main par/aafp figure2.enlarge.html)

La cirurgia electiva de 'AAA no complicat no €s una emergéncia médica i és
necessari fer un bon estudi preoperatori amb una prova d’imatge per angio-TC i
valorar segons I'estat general del pacient i la morfologia de 'AAA quina és la seva

millor opci6 terapéutica, cirurgia oberta o cirurgia endovascular.
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1.2.8 Biomarcadors

Els biomarcadors son caracteristiques mesurables objectivament que permeten
donar el diagnostic o arribar a predir I'evolucié d’una malaltia (110,111). Es per aixo
que actualment un dels reptes medics més grans sigui l'estudi d’aquests

biomarcadors.

Atés que I'AAA és una malaltia asimptomatica que generalment es diagnostica
després d'una prova d'imatge realitzada per una patologia concomitant del pacient,
és important treballar en la identificaci6 de biomarcadors. La identificacié de
biomarcadors implicats en ’AAA permetria poder fer un diagnostic precog, valorar la
seva progressio i el risc de trencament, aixi com determinar la resposta al tractament

dels pacients.

Els biomarcadors més estudiats actualment sén els biomarcadors plasmatics i els

biomarcadors genétics.

Els biomarcadors plasmatics sén faciiment mesurables amb una analitica
sanguinia. Els marcadors circulants estudiats en 'AAA, sén generalment proteines
relacionades amb la degradacié de la matriu extracel-lular, amb ['activitat
protrombotica o amb la resposta inmuno-inflamatoria que es troben elevats en

pacients amb AAA. Alguns exemples estudiats son:

1. Proteina C-reactiva (PCR): és un marcador inflamatori que s’eleva durant un
procés inflamatori sistémic. S’ha demostrat que els nivells de PCR es estant

correlacionats amb el creixement de 'AAA (112,113).
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2. Les metal-loproteines de la matriu extracel-lular (MMPs): s6n enzims que
descomponen el col-lagen i I'elastina. Les MMP -2 i MMP-9 sén importants
en la degradacio de la matriu de la paret de I'aorta i s’han trobat associades
amb la formacié d’AAA (114).

3. Citocines proinflamatories: son responsables de regular la inflamacié, igual que
la PCR, estan involucrades en diverses patologies. Aixi i tot, s’ha observat
que estan elevades en pacients amb AAA (115).

4. Dimer-D: és el resultat de la descomposicio de la fibrina. Actualment, és utilitzat
com a biomarcador de la patologia trombotica (trombosis venosa profunda i
tromboembolisme pulmonar). La concentracié plasmatica del dimer-D es
correlaciona amb el diametre de I'aneurisma i podria ser util pel seguiment

dels AAA (116,117).

Tots aquests estudis mostren que aquests marcadors plasmatics estan elevats en
pacients amb AAA i molts d’ells es correlacionen amb el creixement, perod aquests
marcadors tenen baixa sensibilitat i especificitats, ja que també estan elevats en
altres patologies cardiovasculars i patologies inflamatories i protrombotiques. Es per
aixd que avui en dia, cap s'utilitza en la practica diaria del diagnostic i pronostic de

'AAA (118).

Els biomarcadors geneétics son variacions en el genoma que s’han associat al
risc de patir AAA i s’estudien per identificar els individus amb risc genétic elevat
per AAA, i en un futur ser utilitzats per al diagnostic, pronostic de la malaltia i la
selecci6 de tractaments personalitzats. Aquest apartat I'ampliarem més

profundament dins el capitol de genética dels AAA.
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1.2.9 Cribratge

El cribratge es pot definir com I'aplicacié de proves sistematiques orientades a la
deteccio precog¢ d’'una malaltia amb la finalitat d’aconseguir un diagnostic per poder
implementar un tractament precog. Aquestes activitats s’ofereixen al conjunt de la
poblacio susceptible de patir la malaltia, tot i que les persones no tinguin simptomes

ni hagin demanat ajuda médica.

L'objectiu dels programes de cribratge és detectar la malaltia preco¢gment i millorar
el seu pronostic (119,120) evitant la mortalitat prematura i prevenint les discapacitats
fisiques i psiquiques associades a la malaltia per millorar la qualitat de vida de la
poblacié en risc. El cribratge és una activitat de prevencié secundaria, dirigida a la

poblacié aparentment sana per a diagnosticar una malaltia en fase presimptomatica.

L'AAA és una patologia amb una progressiéo asimptomatica amb un temps de
latencia llarg, que el seu diagnostic amb proves d’imatge és fiable i poc invasiu, que
té un tractament quirurgic efectiu, amb bons resultats i que la seva ruptura té una
mortalitat elevada. Per aquests motius, és una patologia que en principi, es podria

beneficiar d’'un programa de cribratge poblacional.

L'ecografia Doppler és la prova d’imatge que s’utilitza per realitzar els programes de
cribratge de 'AAA. Es una prova barata, no invasiva i que es pot realitzar en centres
no especialitzats, com és en I'ambit de I'Atencié Primaria, i t& una especificitat i

sensibilitat pel diagnostic de '’AAA proximes al 100% (119,120).

S’han fet multiples estudis que demostren una important reduccié de la mortalitat

per AAAi de la incidencia de ruptura dels AAA en homes en els ultims anys. EI 2007
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es va fer una revisié Cochrane que mostra que els beneficis es mantenen a llarg
termini amb una reduccié de la mortalitat per AAA als 13-15 anys del 42% i una

reduccio en la incidéncia de ruptura d’AAA del 38% en homes (121).

Actualment, hi ha dos paisos amb programa de cribratge poblacional, el Regne Unit
i Suécia, i ambdds cribratges estan ben definits i establerts des de fa anys.
S’estableix que si en el cribratge es detecten diametres aodrtics patologics, pero per
sota del llindar quirurgic es faci un seguiment per ecografia Doppler, i si en el
cribratge ja es detecta un diametre aortic superior al llindar quirurgic, es deriva a

I'especialista de cirurgia vascular (122—-124).

Per implementar un programa de cribratge poblacional és important que sigui cost-
efectiu. Es tem que en un futur aquests programes de cribratge d’AAA deixin de ser-
ho degut al descens progressiu de la prevalencga de I'AAA. Antigament, els estudis
donaven prevalences del 5-7%, pero actualment el programa de cribratge del Regne
Unit informa d’'una prevalencga de 1'1,34% i hi ha més estudis que mostren aquesta

davallada (125,126).

La guia pel maneig de 'AAA de la ESVS recomana fer un cribratge en homes de
més de 65 anys alla on la prevalenga sigui superior al 4%. Aquest cribratge
implicaria una reducci6 de la mortalitat associada a 'AAA de quasi la meitat en 4
anys, principalment per la reduccio de la taxa de ruptura aneurismatica (14). En les
dones, segurament degut a la baixa prevalenga d’AAA, no hi ha evidéncia per

recomanar el seu cribratge.
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Com hem comentat anteriorment, en I'ambit espanyol actualment no hi ha programa
de cribratge nacional de 'AAA, pero si que s’han dut a terme proves de cribratge en
zones localitzades. Totes elles indiquen que es reduirien les morts per AAA i les
cirurgies urgents per ruptura dels AAA, perd també reafirmen que abans
d'implementar un programa de cribratge poblacional és necessari fer un estudi pilot

per estimar les dades locals de prevalenca i les dades economiques (96,127,128).

L'any 2021 a Barcelona es va realitzar un programa pilot de cribratge d’AAA tant per
homes com per dones de més de 65 anys. L'ecografia Doppler la realitzaven els
metges d’atencio primaria que préviament havien estat formats. La participacio va
ser del 50,3% en homes i del 44% en dones. La prevalenga d’AAA va resultar molt
inferior a 'esperada, sent de I'1,4% total en homes i 0% en dones, i per aixd pel que
fa a la cost-efectivitat es va desaconsellar I'aplicacié d’'un programa poblacional
sistematic en la zona estudiada, indicant que caldria valorar si seria més efectiu fer

un cribratge a subpoblacions de risc (129).

1.3 GENETICA DE L’AORTA | DE L’ANEURISMA D’AORTA ABDOMINAL

L'AAA és una malaltia complexa amb factors de risc genétics i ambientals
(50,130,131). Tal com hem comentat anteriorment és conegut que hi ha una base
genetica implicada en el desenvolupament dels AAA, pero no esta tan estudiada la
base genetica de la variacié del diametre aortic abdominal no aneurismatic. Hi ha

una variacié normal de la mida de totes les arteries, entre elles, I'aorta i aquesta
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variacio esta, parcialment, determinada per factors genétics, encara que fins a la

realitzacio del present treball, aquests factors genétics estaven molt poc estudiats.

La predisposicid genética a desenvolupar un AAA es va descriure per primera
vegada en un treball del 1977 sobre tres germans que es van sotmetre a una
reparacié quirurgica d'AAA després de la ruptura d'un aneurisma (132). Les
persones amb antecedents familiars positius, especialment en familiars masculins
de primer grau, tenen el doble de risc de desenvolupar AAA (133,134), i s'ha

determinat que I'heretabilitat de I'AAA supera el 70% (135,136).

Des d’aquest estudi del 1977 s’han fet multiples estudis sobre I'heretabilitat de
'AAA. Avui en dia coneixem que I'AAA segueix una heréncia no mendeliana i
complexa, que implica la interaccid6 de diversos locus entre ells i amb factors
ambientals (5,38,137). Un locus és una posicio especifica d’'un cromosoma on es
localitza un gen o una sequéncia d’ADN. Els locus s'utilitzen per descriure la
ubicacio fisica dels gens dins del genoma, cada locus esta definit per una

coordenada especifica dins del cromosoma.

En estudis amb models animals, sobretot en ratolins, s’han associat canvis en gens
relacionats amb el desenvolupament de 'AAA, perd son models en els quals els
AAA soén induits, i per aixd molt diferents dels AAA dels humans que es presenten
de manera fisiologica, fet que implica que freqientment els resultats obtinguts
d’aquests models animals no siguin extrapolables a la genetica dels AAA en humans

(5,10,25,138).
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Els estudis de gens candidats busquen variants genétiques localitzades en gens de
vies metaboliques que préviament s’han associat a la malaltia, per trobar si
variacions en aquests gens confereixen més risc. Per contra, els GWAS (Genome-
Wide Association Study) sén estudis de tot el genoma. El seu objectiu és identificar
associacions entre variants genétiques i trets fenotipics o malalties en una poblacié
determinada al llarg de tot el genoma, pel qual no es necessita un coneixement previ
de la malaltia. Aquests estudis permeten, per tant, trobar nous gens i vies
associades noves, desenvolupar nous enfocaments terapéutics i comprendre millor
els mecanismes bioldgics subjacents de les patologies estudiades. Tot i el seu éxit,
els estudis GWAS tenen limitacions, com la dificultat per identificar variants rares i

la necessitat d'estudis complementaris per establir relacions causals (139).

Els primers estudis genétics de gens candidats que es van realitzar en 'ambit de
I’AAA van identificar els gens sortilin 1 (SORT1) (140) i el receptor de la interleuquina
6 (IL6R) (141) com a factors de risc genétic de 'AAA. Més endavant, amb els primers
estudis de tot el genoma (GWAS), es van identificar també 2 gens relacionats amb
el metabolisme lipidic (el receptor de 'LDL (LDLR) i una proteina relacionada amb
el receptor de I'LDL (LRPT)) (142,143), a més dels gens DABZ2IP (144) i
CDKN2BAS1/ANRIL (145), aquest darrer també associat amb infart de miocardi i
aneurismes intracranials. El 2017, Jones et al (146) van realitzar un estudi genétic
a gran escala, que incloia el metaanalisi de GWAS de diverses cohorts
internacionals per identificar nous locus associats amb els AAA. Van combinar

dades de GWAS de més de 10.000 pacients i van identificar 4 nous locus que no

havien estat descrits anteriorment, a part de confirmar els anteriorment descrits.
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Aquest locus associats amb els AAA inclouen variants en els gens SMYD2,
LINC00540, MMP9 i ERG, els dos ultims relacionats amb la degradacié de la matriu
extracel-lular. Finalment, el 2020 es va publicar un estudi amb dades de 7.642 casos
i 172.172 controls, on es van identificar 14 noves regions genétiques associades a
'’'AAA, augmentant el total de locus de risc genomic de patir AAAa 24 (147). Aquests
locus contenen gens que participen en vies rellevants pel desenvolupament dels
AAA. Per exemple, les MMP, en especial la MMP-2 i la MMP-9, estan relacionades
amb la formacié i creixement dels AAA perqué participen en la degradacié de la
matriu extracel-lular (114). L'apolipoproteina E (APOE), aixi com el LDLR i la LRP1
estan implicats en el metabolisme dels lipids i les variacions genétiques d’aquestes
proteines s'han associat amb el risc d’AAA (148). L'elastina és una proteina que
aporta elasticitat a la paret de 'aorta, i les seves variants genétiques poden provocar
una disminucio en l'elasticitat adrtica i augmentar el risc d’AAA (149). L'actina alfa-
2 és una proteina de les cél-lules musculars de la paret aortica, i les variacions del
seu gen afecten la contractilitat de l'aorta i poden predisposar a la formacio

d’aneurismes, entre ells, 'AAA (150).

Malgrat tots aquests descobriments, hi ha una part important de I'heretabilitat de

I'AAA que continua sense explicar-se.
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2. HIPOTESIS

La nostra principal hipotesis és que existeixen mecanismes bioldgics encara
desconeguts que regulen el desenvolupament i el creixement de 'AAA. Lestudi de
factors de risc, inclosos factors de risc genétic, ens permetra identificar els individus
amb una major probabilitat de desenvolupar un AAA, quins fenotips intermedis estan
relacionats causalment amb la malaltia i ens portara a un millor coneixement de
I'etiologia i dels mecanismes bioldgics subjacents a 'aparicio i al creixement dels
AAA. L'estudi dels mecanismes implicats en el creixement de I'aneurisma, a més,
ens permetra una millor monitoritzacié dels pacients, i el descobriment de noves
dianes terapéutiques pel tractament personalitzat i la prevencié de la ruptura de

'aneurisma.

2.1 JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI:

Hi ha una variabilitat normal en el diametre de totes les artéries, incloent-hi el
diametre de I'aorta. Encara que es coneix que la dilatacio progressiva de la paret
aortica esta associada a I'envelliment, per una proporci6 més elevada col-lagen-
elastina que augmenta la rigidesa de la paret vascular i a la hipertensi6 arterial, és
raonable pensar que una part d’aquesta variabilitat en el diametre i el creixement de
l'aorta és determinada per altres factors encara desconeguts, incloent-hi factors

genetics.
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La primera pregunta d’aquesta tesi és si les variacions genétiques i el diametre
aortic "normal" de referéncia juga un paper en el desenvolupament posterior
d'aneurismes, i per aixo en la primera part ens hem centrat en identificar marcadors
genetics especifics que determinen la mida de I'aorta abdominal no aneurismatica.
La identificacio de factors genétics comuns entre el diametre de I'aorta sana i el
posterior desenvolupament d’'un AAA o la identificacié d’'una correlacié entre el
diametre pre-aneurismatic i el desenvolupament de 'aneurisma podria ser essencial
pel diagnostic precog de 'AAA i per entendre els mecanismes fisiopatoldgics que el
deriven. Paral-lelament, per entendre els factors genétics que determinen el risc de
patir un AAA, s’ha participat en un estudi genétic internacional amb les cohorts

generades en aquesta tesi.

D’altra banda, el risc de ruptura, que té una alta taxa de mortalitat, s'associa amb la
mida de I'aneurisma i la taxa de creixement. Actualment, no hi ha terapies mediques
efectives que retardin el creixement de l'aneurisma, la qual cosa determina la
necessitat de comprendre millor els factors que influeixen en la patogénesi i la
progressié de la malaltia. La disponibilitat d'estudis sobre el creixement de I'AAA és
escassa, i per aixod és necessari realitzar més estudis sobre els factors que regulen
el creixement dels AAA per identificar les causes de la variabilitat de la taxa de
creixement entre individus de la poblacio i per avaluar els intervals de vigilancia
optims per als professionals. La segona part d’aquesta tesi, doncs, s’ha centrat en
generar i estudiar una cohort de creixement de I'AAA per tal de respondre a

aquestes preguntes.
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3. OBJECTIUS

El nostre objectiu principal és identificar nous factors de risc, inclosos factors de risc
genetics i vies bioldgiques subjacents a la formacié dels AAA aixi com I'estudi dels

factors contribuents al seu creixement.
Els nostres objectius secundaris son:

1. Estudi dels mecanismes implicats en el diametre de 'aorta en individus sans d’alt
risc de desenvolupar un AAA a partir de families de pacients amb AAA, incloent
el major nombre possible de dades cliniques i biologiques (I'estudi TAGA).

2. Descriure el component genétic del diametre de l'aorta abdominal i els seus
fenotips intermedis associats més rellevants en el nostre estudi.

3. Estudi detallat dels mecanismes implicats en el creixement de 'AAA mitjangant la
generacio d’una cohort de pacients diagnosticats d’AAA i amb seguiment, que
inclogui el major nombre possible de dades cliniques i bioldgiques (I'estudi
TABS).

4. Definir un model predictiu de creixement del diametre de 'AAA a partir de
variables cliniques que permetin optimitzar els protocols de seguiment utilitzats

en la clinica actualment.
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4. METODOLOGIA

Per a estudiar les variacions genétiques en el diametre aodrtic “normal” es va crear
una cohort amb un disseny familiar i enfocada en estudiar els fenotips intermedis de
'AAA. Un fenotip intermedi és un tret influit per alguns o tots els gens que
predisposen a una malaltia (151). Com que els fenotips es poden mesurar tant en
individus afectats com en individus no afectats, proporcionen més poder estadistic
per localitzar i identificar gens relacionats amb la malaltia. En I'estudi TAGA hem
utilitzat el diametre adrtic com a fenotip intermedi per estudiar I'AAA, aixi com les
mesures d’altres parametres clinics i antropometrics relacionats amb el diametre de

l'aorta.

La mostra TAGA: estudi del diametre de I'aorta en individus sans

L'estudi inclou 407 individus emparentats en 12 families que s'han recollit a
I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona a través d’un proband, un
pacient diagnosticat d’AAA durant els anys 2012-2016. Els probands de l'estudi
TAGA es van definir com aquells amb dilatacié de I'aorta abdominal infrarrenal de
meés de 30 mm de diametre maxim. Tots els probands eren homes adults d’entre 68
i 88 anys. Els aneurismes de l'aorta toracica o suprarrenal, aneurismes saculars,
micotics, infecciosos o pseudoaneurismes no es van considerar com a probands.
Tots els familiars del proband es van recollir, independentment de la mida de I'aorta

abdominal, tinguessin o no AAA. En el moment de la recollida, només el proband de
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cada familia va ser diagnosticat d’AAA. Totes les families incloien almenys 10
persones i com a minim tres generacions (o0 almenys dues generacions amb vuit o

més germans).

L'estudi es va realitzar seguint els criteris de la Declaraciéo d'Helsinki. Tots els
participants van donar el consentiment informat escrit per a ells i per als seus fills
menors. Tots els procediments van ser aprovats pel Comité Etic de I'Hospital de la

Santa Creu i Sant Pau (Ref. 11/2010).

La informacio clinica de tots els participants, es va incloure en una base de dades
utilitzant els seguents criteris: L'infart agut de miocardi i I'angina de pit es van
considerar per la historia clinica i lingrés amb simptomes clinics, canvis en
I'electrocardiograma o una corba enzimatica positiva diagnosticada per un cardioleg.
Les malalties vasculars cerebrals es van avaluar per antecedents d'atac isquémic
transitori o ictus. La HTA es va avaluar mitjangant la historia clinica i I'is de farmacs
antihipertensius. La DLP es va avaluar mitjangant la historia clinica i I'is de farmacs
hipolipidics. La DM va ser avaluada per historia clinica i I'is d'insulina o
medicaments hipoglicémics orals (no es va fer distincidé entre tipus 1 o 2). La
neoplasia es va avaluar mitjangant la historia clinica i el tractament amb radioterapia

0 quimioterapia.

Es van recollir 41 variables, incloent-hi parametres ecografics, antropometrics i
plasmatics per a tots els participants. Vam obtenir informacié sobre el tabaquisme,
mesures antropometriques, recomptes de ceél-lules sanguinies, parametres

bioquimics i informacié sobre la historia clinica i la medicacié.
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Les mesures ecografiques del diametre de les artéries aorta infrarrenal, femorals i
poplities es van realitzar a tots els participants amb el sistema d'ecografia ACUSON
Antares (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemanya). Per a totes les

mesures, el diametre transversal maxim de l'artéria es va informar en mm.

Les proves de funcié pulmonar, incloses la capacitat vital forgcada (FVC), el volum
aspiratori forcat en 1 segon (FEV1), i la relaci6 FEV1/FVC, es van recollir per

I'espirometre DATOSPIR-600 (Sibelmed, Barcelona, Espanya).

La sang periferica es va obtenir per puncio venosa, després d'un dejuni de 12 hores
durant la nit, i entre les 9:00 i a les 12:00 hores. Per minimitzar la fluctuacio
circadiana. No es va registrar cap procés d'inflamacié aguda almenys un mes abans
de l'inici de l'estudi, cap dels participants havia pres antiagregants plaquetaris o
havia rebut terapia amb antiinflamatoris no esteroides 15 dies abans de la recollida
de sang, o amb corticoides i immunosupressors un mes abans de la recollida de
sang. La sang EDTA es va utilitzar per a l'obtencié d’ADN i I'aillament de plasma.
L'ADN es va extreure mitjangant un kit comercial (Wizard Genomic purification Kkit,

Promega (Madison, WI, EUA), Ref. A1125; Numero de lot 0000293640).

Models de prediccié del diametre de I’aorta sana

Per avaluar I'efecte de diferents fenotips sobre el diametre de I'aorta primer vam
utilitzar un model lineal mixt que incloia el sexe i I'edat com a efectes fixos i un efecte
aleatori per ajustar per les relacions de parentesc, i vam testar cada variable

individualment. Després es van calcular models de prediccié per avaluar la millor
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combinacio de les variables que podrien predir el diametre de l'aorta, tant excloent
com incloent els casos d’AAA, utilitzant models no paramétrics (conditional forest).

Totes les analisis es van fer utilitzant els paquets Solarius i Party a R (152).

Estudis genétics

Es va extreure ADN de tota la mostra i es van genotipar 665.608 variants genétiques
mitjangant l'array de genotipacié d’lllumina Infinium Global Screening Array.
Aquestes dades es van utilitzar per imputar la informacioé genética de 10,7 milions

de variants per cada individu, que es van utilitzar pels estudis genétics.

L'heretabilitat es descriu com la proporcio de la variancia total dels trets que son
atribuibles als efectes additius dels gens. Es va estimar I'heretabilitat en cadascuna
de les 41 variables utilitzant models mixtes. Després, aprofitant la informaci6 dels
pedigris, vam calcular correlacions entre el diametre maxim de I'aorta abdominal
mesurat en mm i els diferents fenotips, i vam desglossar aquestes correlacions entre

correlacions genetiques i ambientals.

L'analisi de lligament genétic és una técnica utilitzada en genética per identificar
regions del genoma que estiguin lligades amb una malaltia dins d'una familia, és a
dir, que es transmetin en les generacions juntament amb la malaltia. Aquesta técnica
es basa en el concepte de ligament o linkage, que es produeix quan dos o més
gens o marcadors genétics situats a prop l'un de l'altre en el mateix cromosoma

tendeixen a heretar-se junts més sovint del que s'esperaria per atzar (153).
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La mostra TABS: estudi del creixement de ’aneurisma

Posteriorment per a estudiar els factors que regulen el creixement dels AAA i per
identificar les causes de la variabilitat de la taxa de creixement, 'any 2019 vam
iniciar un registre longitudinal prospectiu. Tots els pacients amb AAA, definits com
aquells amb dilatacié de I'aorta abdominal infrarrenal amb un diametre superior a 30
mm (14) que van acudir a les visites de les unitats de Cirurgia Vascular i
Endovascular de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau i I'Hospital del Mar de
Barcelona van ser convidats a participar en el projecte. Els pacients que no van
consentir la participacido no van ser inclosos. En el moment de la inclusio, es va
revisar acuradament la historia clinica del participant i es van incloure
retrospectivament a la base de dades totes les mesures anteriors del diametre aodrtic
i la informacid clinica disponible. Tots els participants tenen almenys una mesura del
diametre aortic abdominal, sigui per angioTC o per ecografia juntament amb
informacié antropomeétrica i clinica del pacient i s'han extret mostres de sang per a
la majoria de les visites de seguiment. Es va considerar la primera mesura com a
mesura de referéncia de cada pacient. Totes les mesures posteriors a la mesura de
referéncia es van recollir fins a la reparacié de 'AAA, la voluntat del pacient de deixar
I'estudi, la ruptura de 'AAA o la mort. Els pacients que no van ser tributaris per a la
reparacié quirargica de I'AAA (a causa de patologia concomitant, anatomia
complexa de I’AAA o rebuig del pacient per a la cirurgia) també es van incloure tot i
superar el llindar quirargic i es van registrar les seves dades retrospectives, si n'hi
havia. Tots els pacients van signar un consentiment informat per participar en aquest

estudi i ser inclosos en la base de dades clinica. Es van excloure els pacients amb
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disseccions de tipus B que progressen a AAA, aneurismes saculars, aneurismes
micotics, aneurismes viscerals o aneurismes toracics. El diametre aodrtic es va
avaluar mitjangant imatges d'ecografia o angioTC. Per a realitzar les mesures
ecografiques es va utilitzar la técnica inner-inner, és a dir, de limit intern a limit intern
de la paret aortica, ja que té menys variabilitat inter-explorador (97,99,100). Per les
mesures per angioTC es van realitzar mitjangant centerline que es tracta de realitzar
una linia central que segueix el trajecte longitudinal de I'aorta i aixi assegura una

mesura correcta no influenciada per la tortuositat d'aquesta.

El protocol d'estudi s'ajusta a les directrius étiques de la Declaracié d'Hélsinki de
1975 i tots els procediments han estat aprovats pel Comité Etic de I'Hospital Sant

Pau (IIBSP-OMI-2019-102, Ref. 20/015).

A les analisis es van incloure tant les mesures de les ecografies com les dels
angioTC. Per fer front a la diferéncia entre les mestures de les dues proves d’'imatge,
vam ajustar els diametres ecografics per alinear-los amb els dels angioTC
mitjangant una estimacio calculada dins de la cohort, que va donar lloc a I'addicio

de 2,21 mm a les mesures d'ecografia.

Models de prediccié del diametre de ’AAA

Es va calcular un model estadistic del diametre aortic per identificar els predictors
més rellevants del diametre en pacients amb AAA. Es van seleccionar els factors de
risc d’AAA en funcio de la literatura, com ara el sexe, I'edat, el tabaquisme (fumadors

i exfumadors versus no-fumadors), DLP, DM, MPOC, esdeveniments
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cerebrovasculars (CVE), altres esdeveniments cardiovasculars (CV), malaltia de
I'artéria periferica (PAD) o preséncia d'altres aneurismes. Vam utilitzar models
lineals mixts amb efectes aleatoris per ajustar els efectes individuals. La variable de
resposta va ser el diametre aodrtic, amb els factors de risc, anys des de I'entrada a
I'estudi, el diametre adrtic a la visita inicial (mesura de referéncia) i la interaccio entre
els anys des de l'entrada a l'estudi i el diametre aodrtic a la visita inicial com a
covariables. Els intervals de confianga del 95% (IC) i els valors p es van calcular
mitjangant una aproximacié de distribucié t de Wald. Totes les analisis es van

realitzar en R (154,155).

Models de prediccié del creixement

Per als 291 pacients que tenien almenys dues mesures del diametre aodrtic, vam

estimar dues taxes de creixement;

1) la "taxa de creixement mitjana" per a cada individu calculada com el
coeficient beta de temps transcorregut des de la primera visita (en anys), derivat de

la regressio lineal del diametre aodrtic ~ temps;

2) la "taxa de creixement total" es va calcular com la diferéncia entre la
primera i |'Ultima mesura, dividida pel temps transcorregut en anys entre les dues

mesures.

Totes les mesures es van expressar en mm per any. Les dues taxes de creixement
es van calcular globalment i per cadascun dels tres intervals de diametre aortic

basal: 30-39,9 mm, 40-49,9 mm i 250 mm.
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Per a calcular un model capag¢ de predir el creixement dels AAA es van explorar els
factors de risc basats en la literatura i la presencia d'altres aneurismes. Tots els
models van incloure, a més, I'edat en el moment de la mesura de referencia i el seu
diametre com a covariables. Finalment, vam incloure un efecte aleatori per tenir en
compte l'efecte subjacent de la variaci6 de diametre entre individus. El poder
explicatiu total del model es va avaluar amb l'estadistic R2. Tots els valors p i IC del

95% es van calcular mitjangant una aproximacié de distribucié t de Walt.
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5. RESULTATS




5. RESULTATS

5.1 EL DIAMETRE DE L’AORTA SANA EN POBLACIO DE RISC

Per a investigar els determinants genetics del diametre aodrtic abdominal en una
poblacié sana, perd amb risc genétic per patir AAA vam crear una cohort familiar de
407 individus distribuits en 12 families reclutades a partir d’'un proband amb AAA.
Totes les families tenien entre 14 i 92 individus en almenys tres generacions, amb
una proporcié similar de homes i dones per familia (la diferéncia maxima va ser,
respectivament, del 60% al 40%). De tots els individus inclosos es va recollir de
manera exhaustiva la mateixa informacio clinica i factors de risc cardiovascular,
independentment del seu estatus de malalts o sans. El mateix dia que es va recollir
la informacio clinica, es van realitzar les mesures antropomeétriques: algada, pes,
circumferéncia de cintura i es va calcular I'index de massa corporal (IMC) (pes

(kg)/algada (m)?).

Descriptius de la mostra

La Taula 3 mostra les dades demografiques de tots els individus inclosos en I'estudi.
L'edat mitjana dels participants en l'estudi va ser de 38,7 anys (desviaci6 estandard
(DS) = 22,1 amb edats compreses entre 2 i 88 anys). Un total de 96 persones
(23,6%) eren nens i adolescents (menors de 18 anys). A més, el 48,2% dels

individus eren homes i tots els casos amb AAA eren homes.
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Homes Dones p

n 196 211 -
Edat (anys) 38,7 +/-22,8 38,4 +/-21,3 0,95

Rang d’edat 2-88 2-85 -
IMC 24,8 (5,8) 24,3 (6,0) 0,395
Fumadors 101 (51,5) 77 (36,5) 0,003
DLP 47 (24,0) 31 (14,7) 0,024
HTA 37 (18,9) 26 (12,3) 0,091

DM 12 (6,1) 12 (5,7) 1

Neoplasia 13 (6,6) 13 (6,2) 1
FEV1/FVC < 0.70 24 (12,2) 14 (6,6) 0,076
cv 5(2,6) 0 0,025

CVE 1(0,5) 1(0,5) 1
AAA 11 (5,6) 0 0,001

Taula 3. Caracteristiques demografiques dels individus inclosos en I'estudi, per génere. Les
variables nominals es presenten com a nombre (%) i les variables continues com a mitjana +/- DS.

El valor de p mostra les diferencies significatives entre homes i dones.
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L'edat mitjana era similar en ambdds sexes (p = 0,95). Entre tots els participants, el
20,15% eren fumadors actius, el 23,83% eren exfumadors i el 56,02% no havien
fumat mai. El percentatge de fumadors era més elevat en els homes que en les
dones (p = 0,003). També hi havia una proporcié més elevada d'homes amb DLP (p
= 0,024). Entre les dones, no hi havia hagut cap cas de cardiopatia isquémica. No
van existir diferéncies estadisticament significatives en la resta de variables

informades entre ambdods sexes.

Diametre de les artéries per grups d’edat

Es van fer mesures ecografiques del diametre de 'arteria aorta, les arteries femorals
i les poplities. No hi va haver diferéncies significatives en el diametre de I'aorta entre
families. En la nostra mostra els diametres de totes les artéries augmentaven amb
I'edat, tant en homes com en dones. Els diametres arterials eren significativament
majors en homes que en dones en tots els grups d’edat excepte en els menors de
20 anys. També vam trobar diferéncies de diametre adrtic segons el sexe, sent en
homes de mitjana 1,81 mm més gran que en dones (p<0,001). Amés, en els homes
es va observar un creixement lineal del diametre adrtic amb I'edat i, en canvi, en
dones el creixement experimentava un estancament a partir dels 40 anys.
L'augment del diametre aortic relacionat amb I'edat va ser més pronunciat en els

homes que en les dones (0,25 versus 0,2 mm/any) (Taula 4).
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Homes Dones Valor p Homes
incloent AAA
0-19 anys (n) 54 54
Aorta 10.9 (3.0) 10.0 (2.5) 0.11
Femoral E 6.7 (1.6) 6.3 (1.5) 0.19
Femoral D 6.6 (1.6) 6.1 (1.5) 0.14
Poplitia E 4.5(1.2) 44(1.1) 0.54
Poplitia D 4.6 (1.2) 4.3(1.1) 0.23
20-39 anys (n) 39 50
Aorta 15.8 (2.2) 13.7 (1.3) <0.001
Femoral E 9.3 (1.4) 7.8 (0.7) <0.001
Femoral D 9.1 (1.4) 7.7 (0.7) <0.001
Poplitia E 6.3 (0.8) 5.3 (0.7) <0.001
Poplitia D 6.3 (0.9) 5.4 (0.7) <0.001
40-59 anys (n) 65 70
Aorta 16.9 (2.0) 15.1 (2.1) <0.001
Femoral E 9.9(1.1) 8.2 (1.3) <0.001
Femoral D 9.8 (1.1) 8.3(1.1) <0.001
Poplitia E 6.7 (1.0) 5.7 (1.0) <0.001
Poplitia D 6.9 (1.0) 5.7 (1.0) <0.001
>60 anys (n) 27 37 27+11
Aorta 19.6 (4.2) 15.4 (2.5) <0.001 31.4 (20.1)
Femoral E 10.3 (1.6) 8.8 (1.3) <0.001 10.3 (1.5)
Femoral D 10.6 (1.5) 8.8 (1.4) <0.001 10.6 (1.4)
Poplitia E 7.7 (1.5) 6.0 (1.0) <0.001 7.4 (1.6)
Poplitia D 7.6 (1.5) 6.2 (1.2) <0.001 7.5(1.6)
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Parametres predictors del diametre de I’aorta

Primer vam fer una analisi bivariant entre el diametre aortic i un total de 41 variables

cliniques, ajustant per edat, i sexe (Taula 5).

Beta DS Valor p Probands n
Edat (anys) 0.23 0.01 | 1.13x 1072 12 407
Sexe (dona) -1.81 0.16 | 1.86x 10%° 12 407
Diametre femoral E 1.29 0.10 | 3.1x10% 10 404
Diametre femoral D 1.19 0.11 1.5x 1023 10 404
Diametre poplitia E 1.33 0.14 | 2.9x107" 11 388
Diametre poplitia D 1.06 0.14 7.4 x10 11 404
Algada (cm) 0.11 0.01 1.4 x102 1 388
Pes (kg) 0.10 0.01 9.9x10?% 11 388
FEV; (L) 1.66 0.19 8.1 x 10" 1 389
FVC (L) 1.43 0.17 1.4 x 1076 11 389
Creatinina en sérum 0.09 0.01 5.0x 1071 11 367
(mmol/L)
Circumferéncia de la 0.08 0.01 3.4x10° 10 384
cintura (cm)
IMC (kg/m?) 0.14 0.03 8.2x10° 1 388
Volum corpuscular mitja 0.12 0.03 6.1 x 104 11 367
dels eritrocits (fL)
Tabaquisme 0.26 0.1 0.015 12 313
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Els nostres resultats va demostrar que els fenotips més associats al diametre "sa"
de l'aorta eren el diametre d'artéries femorals, seguit de I'algada, el pes, les proves
de funcid pulmonar, el diametre de les artéries poplities, els nivells de creatinina
sérica, la circumferencia de cintura, 'IMC i el volum corpuscular mitja dels eritrocits.
El diametre de les artéries esquerres (poplitia i femoral) tenia tendéncia a mostrar
associacions més fortes amb el diametre de I'aorta que les artéries dretes. Totes les
mesures antropometriques estaven altament correlacionades entre si i van indicar
una correlacio positiva significativa entre mesures antropométriques més grans i

major diametre de totes les artéries.

Donada la importancia del sexe, vam repetir totes les analisis utilitzant només
homes 0 només dones, perd, no es van observar diferéncies significatives en els
resultats i no van sorgir variables significatives addicionals en les analisis

estratificades per sexe.

A continuacié, vam crear models predictius multivariants per estimar el diametre de
I'aorta utilitzant totes les variables mesurades alhora (excepte el diametre d'altres
artéries, atés que no és versemblant que s’utilitzin com a predictors), per seleccionar
la combinacié que estimava millor el diametre aortic. Els resultats van mostrar que
el millor predictor del diametre de l'aorta era, amb diferéncia, I'edat (Imatge 9), tant

en models que incloien o excloien de I'analisi els pacients amb AAA.
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El model per predir el diametre aortic a la mostra excloent pacients amb AAA estava
compost per I'edat, 'alcada, el pes, els nivells de creatinina sérica, el sexe i les
proves de funcid pulmonar (espirometria). Aquest model representa
aproximadament el 73% de la variabilitat en el diametre adrtic. EI millor model per
predir el diametre aodrtic quan es tenien en compte els casos d'AAA incloia com a
variables la hipertensio, la circumferéncia de la cintura i el tabaquisme. Aquest

model representa aproximadament el 51% de la variabilitat en el diametre aortic.
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A més, els nostres resultats van suggerir interaccions significatives entre el sexe i
'edat i també entre el sexe i el pes, cosa que suggereix que tant I'edat com el pes
tenen un efecte significativament diferent en el diametre de l'aorta en els homes i en

les dones.

Utilitzant totes les variables seleccionades, el nostre millor model va poder predir el
diametre de l'aorta en individus “sans”, perd no va poder predir-lo en individus amb
un AAA (Imatge 10) fet que indica que, malgrat hi hagi factors determinants comuns,
hi ha també factors addicionals que desencadenen la dilatacié patologica de l'aorta,

més enlla dels factors que regulen la variacio normal del diametre en individus sans.
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Heretabilitat i correlacions genétiques

En aquest treball, al disposar de families extenses, vam poder calcular la proporcio
de la variabilitat dels fenotips estudiats explicada pels factors genétics, el que es
coneix com I'heretabilitat. Els factors genétics expliquen el 0,34 (IC: 0,30-0,39) de
la variancia fenotipica total del diametre de I'aorta abdominal, després de controlar
el sexe i l'edat. L'heretabilitat del diametre aortic en considerar només els
participants masculins va augmentar a 0,42 (IC: 0,36-0,50). L'heretabilitat de les
artéries poplities va oscil-lar entre 0,38 (IC: 0,34-0,42) i 0,45 (IC: 0,41-0,49), mentre
que I'heretabilitat de les artéries femorals va oscil-lar entre 0,36 (IC: 0,32-0,40)i 0,41

(IC: 0,37-0,44).

Els pedigris s'utilitzen per identificar patrons d’heréncia, i per aixd permeten
identificar regions cromosomiques que co-segreguen amb un determinat fenotip,
com el diametre de l'aorta abdominal infrarrenal no patologica, o d’'una malaltia
concreta com els AAA. Basant-nos en I'estructura dels nostres pedigris, vam poder
dividir les correlacions globals en correlacions genétiques i correlacions ambientals,
e€s a dir, separar quina part de la correlacié entre dues variables era deguda a
I'existéncia de factors genétics comuns. Aixo ens va permetre descobrir la preséncia
de gens comuns que determinen la variacié del diametre aortic i els fenotips

relacionats.

Els nostres resultats van indicar que les artéries aorta, femorals i poplities estan
altament correlacionades geneticament, suggerint que un fons genétic comu

determina el diametre d'aquestes arteéries.
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A més, altres trets presentaven correlacions genetiques significatives amb el
diametre aortic. Els més significatius van ser 'alcada i el FEV1, cosa que suggereix

I'existéncia de gens comuns que determinen capacitat pulmonar i el diametre aortic.

Tot i que la creatinina sérica va mostrar una forta associacié amb el diametre aortic
els nostres resultats van mostrar que aixo era principalment a causa de la correlacio
ambiental en lloc de la correlacio genetica i, per tant, no va donar suport a la hipotesi

de factors genétics comuns subjacents als nivells de creatinina i diametre aortic.

Estudi dels gens que determinen el diametre de I’aorta abdominal

A més, I'estructura en families permet fer estudis de lligament, que identifiquen les
regions concretes del genoma que comparteixen més marcadors genétics comuns
en individus més semblants per un fenotip concret, cosa que permet identificar
regions que contenen gens que determinen el fenotip. Dues regions, una al
cromosoma 4 i una altra al cromosoma 7, van mostrar un lligament significatiu amb
el diametre adrtic (puntuaci6 maxima de LOD = 3,02, a centimorgan (cM) 83 i

puntuacio LOD = 3, 18, a cM 73 respectivament (Imatge 11)).

Els gens més propers al cM maxim van ser el receptor del factor de creixement
endotelial (EGFR) i la betacel-lulina (BTC) (Imatge 12). Malgrat que en les analisis
que incloien només els homes presentaven un augment de I'heretabilitat de les
analisis només per a homes, no es van observar senyals de lligament significatius
quan només es van analitzar els homes (I'article corresponent a aquest estudi esta

inclos en els Annexes).
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Imatge 11. Regions d'enllag importants als cromosomes 4 (A) i 7 (B) i grafics regionals que

mostren I'analisi de I'associacio sobre la regié sota la puntuacié maxima de LOD.

Chr M Max1OD Clossst Geties Relevant Associated Phenotypes in the Region

(GWAS Catalog)
FEV4/FVC ratio (PMID: 30804560)
4 83 3.02 BTC FEV; (PMID:30804560)
COPD (PMID:30804561)
EGFR Smoking behavior (PMID:30643258)
7 72-73 3.18 POM121L12 Serum IgG glycosylation (PMID:23382691)
HAUS6P1 Circulating cytokines (PMID:27989323)

Chr: Chromosome; cM: Centimorgan; COPD: Chronic Obstructive Pulmonary Disease; FEV1 Forced Expiratory Volume in the first second.

Imatge 12. Locus significatius (puntuacié LOD > 3) de I'analisi d'enllagos. Els fenotips

associats a la regio extrets del cataleg GWAS s'inclouen a I'Gltima columna.
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Estudi dels gens que determinen el risc d’AAA

Durant la realitzacio d’aquest treball, 'any 2023, vam participar en la realitzacié de
'dltim gran metaanalisi de GWAS amb un nombre substancialment més alt de
participants amb AAA que els estudis anteriors. Es van estudiar 14 cohorts amb un
total de 39.221 pacients amb AAA i 1.086.107 controls, entre els quals hi havia la
mostra TABS. Es van identificar 121 locus associats a 'AAA, 24 que ja havien estat
identificats préviament i 97 nous locus (156). Els gens localitzats en els locus de risc
per AAA indiquen la implicacié del metabolisme dels lipids, el desenvolupament i la
remodelacié vascular, la desregulacio de la matriu extracel-lular i la inflamacié com
a mecanismes claus en la patogénesi de I'AAA (I'article corresponent a aquest

estudi esta inclos en els Annexes).

5.2 EL DIAMETRE EN PACIENTS AMB AAA

Descriptius de la mostra TABS i taxes de creixement de ’AAA

Paral-lelament, per poder proporcionar una descripcié global de les taxes de
creixement del diametre de 'aorta en pacients diagnosticats d’AAA i obtenir models
predictius del diametre aodrtic i la velocitat de creixement basats en les dades
cliniques i antropométriques dels pacients, es va recollir un total de 439 individus,
423 homes i 16 dones (3,6%), amb AAA. Al llarg del periode d'estudi, es van registrar
1984 visites de seguiment amb proves d'imatge. Es van excloure 38 visites perque
documentaven un diametre aodrtic < 30 mm i 18 visites per manca d'especificacio de

la técnica d'imatge, deixant un total de 1632 observacions adequades (1125
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ecografies, 507 angioTC). Hi va haver una mitjana de 3,7 visites per pacient (DS =
3,4), amb un maxim de 20 visites per a un sol individu, i el temps mitja de seguiment
va ser de 2,3 anys (DS = 3) amb el temps de seguiment més llarg de 14,3 anys.
Nomeés hi havia 16 dones disponibles, amb una mitjana de 3,5 imatges per dona (31
ecografia i 25 angioTC). Entre tots els individus disponibles, I'edat mitjana era de
73,31 anys. El diametre mitja aortic a I'entrada a l'estudi era de 49,57 mm (DS

13,61).

De tots els individus amb seguiment, 114 (39,2%) van ser sotmesos a reparacio
quirurgica (92 mitjancant EVAR i 22 amb cirurgia oberta). Durant el seguiment en
total van morir 16 pacients, 2 dels quals van ser certificats per complicacions
relacionades amb el procediment quirdrgic de I'AAA. Una persona va perdre els

controls durant el seguiment.

Els nostres resultats van mostrar un augment significatiu de les taxes de creixement

en augmentar el diametre segons els intervals de diametre de referéncia (Taula 6).

Interval de referéncia Taxa de creixement Taxa de creixement

mitjana (mm/any) total (mm/any)
30 —-40 mm 0,82 (DS 2,43) 0,85 (2,46)
40— 50 mm 1,20 (DS 3,37) 1,25 (3,42)
=0 >50mm 4,01 (4,99) 4,16 (5,11)
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Es va observar també una variabilitat substancial en la taxa de creixement en
individus amb diametres comparables, cosa que suggereix que factors addicionals
a més del diametre de referéncia contribueixen a la variabilitat de la taxa de

creixement (Imatge 13).

mean growth rate by interval (mm/year)

aortic diameter (mm)

A més, es va observar que les dones tendeixen a mostrar taxes de creixement més
altes, tot i que a causa del nombre limitat de dones de la nostra mostra no es van

poder calcular taxes de creixement fiables especifiques per a les dones.
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Factors predictors del diametre de ’'AAA

Per tal de conéixer els factors addicionals que contribueixen al diametre de 'AAA,
primer es va calcular un model de referéncia que incloia I'edat i el diametre en el
moment de la inclusio, el sexe, i el tabaquisme com a variables predictores per

identificar els factors que influeixen en el diametre adrtic en pacients amb AAA.

A continuacié, es va avaluar si afegir informacié addicional sobre malalties
relacionades podria augmentar I'eficiéncia del model i es van incloure totes les
variables cliniques al model anterior. El millor model i més parsimonids per predir el
diametre aortic incloia un efecte aleatori per tenir en compte cada individu i efectes
fixos per tenir en compte el diametre inicial (beta = 1,00, IC del 95% [0,97, 1,03], p
<0,001) i els anys des de la primera visita (beta = 1,00, 95% [1,00, 1,03], p <0,001)
indicant que el poder predictiu en afegir malalties relacionades era molt reduit, en
comparacié amb I'efecte del diametre inicial i els anys des de la primera visita. El
poder explicatiu dels efectes fixos d’aquest model final, era de 0,61, el qual indica

que altres factors no inclosos en el model expliquen part de la variabilitat.

A partir d'aquest model, per visualitzar el diametre aodrtic previst per a cada cas
hipotétic amb determinades covariables, vam fixar variables especifiques que
representaven un individu masculi amb diametres aortics a la primera visita de 30
mm, 40 mm, 45 mm i 50 mm (Imatge 14). Es van calcular i representar IC (95%) per
il-lustrar la incertesa al voltant dels valors predits. Com a exemple, tenint en compte
un home de 65 anys que presenta un diametre aodrtic de 40 mm, el model prediria
que, de mitjana, caldrien 6,9 anys (6,1-7,9 Cl al 95%) perqué el diametre aortic

arribés als 55 mm.

88



Predicted values of aortic diameter in a male, 65 years old, ever smoke = yes

Initial aortic diameter
=Y
35
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Has
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/

Predicted marginal means for aortic diameter

Years since first visit

Factors predictors de la taxa de creixement de ’AAA

Donada la variacié substancial de les taxes de creixement entre individus amb el
mateix diametre en la mesura de referéncia, ens vam proposar investigar factors
addicionals que poguessin explicar la variabilitat observada també en la taxa de
creixement. Vam modelar l'associacid d'un model basic que incloia l'edat, el

tabaquisme, el diametre inicial i el sexe per predir les dues mesures calculades de
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la taxa de creixement definides abans. Quan vam utilitzar la taxa de creixement
mitjana en mm/any com a resultat, vam observar que el model explicava una petita
proporcio de la variancia i els parametres significatius que explicaven la taxa de
creixement mitjana eren el diametre aodrtic de referéncia -la taxa de creixement era
més gran en diametres aortics més grans (p = 2,3x10-5)-, i el sexe (p = 0,034). Un
model complet que incloia variables cliniques addicionals no va trobar cap variable
addicional associada a un creixement mitja més alt. De la mateixa manera, I'us del
mateix model basic per analitzar la taxa de creixement total d'AAA no va trobar

associacio amb cap altra variable.

Estimacio dels intervals de vigilancia optims

Amb l'objectiu d'utilitzar les nostres dades per avaluar els intervals de vigilancia, vam
utilitzar la taxa de creixement mitjana en cada interval de diametre calculada a partir
de diametres basals especifics per inferir el temps previst per assolir un diametre
aortic de 55 mm per als homes i 50 mm per a les dones, com a mesura que podria
ajudar a anticipar el temps fins a la cirurgia en funcioé de les taxes de creixement
mitjanes de la poblacié. Finalment, tenint en compte aquests valors, es va calcular
un temps optim fins a la proxima visita estimat en anys que permetia que un maxim
de 1'% o el 5% dels pacients superin el limit de la cirurgia durant aquest interval de

temps, estratificant per sexe.

90



El temps estimat per assolir una mida d'aneurisma de 55 mm en mitjana (llindar per

a la cirurgia) en individus amb aneurismes petits (entre 30-40 mm) va superar els

intervals de vigilancia que s'utilitzen actualment a Espanya (Taula 7).

Per exemple, per a individus masculins amb un diametre aortic inicial entre 35-40

mm, el temps per arribar als 55 mm seria superior a 10 anys de mitjana (Imatge 15),

i en 6,8 anys només I'1% dels homes arribarien als 55 mm (Taula 7). Tanmateix, en

individus amb diametres aortics entre 50 i 55 mm el nombre de visites i els intervals

entre visites (entre 3 i 6 mesos) semblen coincidir amb el temps calculat en qué 1'1%

dels homes arribaria als 55 mm.

Homes

[30,35]
(35,40]
(40,45]
(45,50]
(50,55]

Anys
fins a la
proxima
visita al
5%

10.0
7.3
5.1
2.8
0.9

Anys
fins a la
proxima
visita a
"%

9.8
6.9
4.7
23

0.5

Anys fins a
la proxima
visita

actualment

3.0
3.0
1.0
0.5
0.5

Nombre
de
visites al
5%

52
4.5
3.5
2.7
1.1

Nombre
de
visites a
"%

6.5
5.8
4.7
3.8

1.9

Nombre
actual
de
visites
fins

55 mm
15.8
13.5
11.1
6.8

2.5
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Dones Anys Anys Anys finsa Nombre Nombre Nombre

fins a la fins a la la proxima de de actual
proxima proxima visita visites al visites a de

visita al visita a actualment 5% "% visites
5% "% fins

55 mm
[30,35] 7.5 6.2 3.0 7.1 66.2 13.4
(35,40] 3.7 1.5 1.0 6.2 65.1 11.0
(40,45] 1.7 0.1 1.0 4.3 60.4 8.7
(45,50] 2.6 0.3 0.5 1.7 16.8 4.3

Taula 7. Prediccio optima de la visita. Temps optim estimat per a la proxima visita per
interval i nombre total Optim de visites tenint en compte que no més de 1'% o el 5% dels

individus passarien el llindar de la cirurgia abans d'aquesta visita.

Z

w
S

N
=

.
H . s . . - sex

.
= male
= female

Estimated years to reach surgery in aortic in AAA patients
=5

aortic diameter (mm)
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B)

‘ female ‘ | male

10.0

75

a

— 0.07
— 0.05
-~ current

5.0

Estimated optimal next visit (years)

25

0.0

[30.35] (35,40] (40,45] (45,50] (50,55] [30,35] (35,40] (40,45] (45,50] (50,55]
aortic diameter (mm)

Imatge 15. Llindar de temps estimat fins a la cirurgia a) Temps estimat en anys per assolir el llindar
de cirurgia per diametre aortic. Les arees ombrejades indiquen els intervals de confianga del 95%
per a les prediccions b) Interval optim estimat de la proxima visita per a dones (esquerra) i homes
(dreta) tenint en compte que no més de I'1% (negre) o el 5% (taronja) dels individus passarien el

llindar de la cirurgia abans d'aquesta visita. La linia blava discontinua indica les visites

recomanades per les directrius actuals.
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6. DISCUSSIO




6. DISCUSSIO

El nostre objectiu principal ha estat identificar nous factors de risc, inclosos factors
de risc genetics i vies bioldgiques subjacents a la formacié dels AAA aixi com 'estudi

dels factors contribuents al seu creixement.

Factors determinants del diametre de I’aorta no aneurismatica

La primera pregunta d’aquesta tesi ha pretés estudiar si les variacions genétiques i
el diametre aortic "normal" de referencia juga un paper en el desenvolupament
posterior d'aneurismes, i per aixo en la primera part ens hem centrat en identificar
marcadors especifics que determinen la mida de l'aorta abdominal no

aneurismatica.

Per tal d’estudiar la base genética del diametre de l'aorta, es va crear una cohort
familiar de pacients amb AAA i els seus familiars. Aquesta cohort longitudinal
s’utilitzara en un futur per avaluar si el diametre aortic en edats primerenques i els
principals fenotips associats a la seva dilatacio es poden utilitzar com a predictors

de 'AAA.

Vam observar que la variacid en el diametre de l'aorta abdominal sana esta
fortament determinada per factors genétics (34%), fet que concorda amb un estudi
anterior de bessons que estima que I'heretabilitat del diametre de I'aorta abdominal

és del 40% (157). A més, mostrem que el diametre de I'aorta abdominal, de les
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arteries femorals i de les artéries poplities estan altament correlacionats
geneticament, indicant que hi ha gens comuns que determinen simultaniament el

diametre de les principals arteries de la poblacié sana.

El nostre estudi confirma que els diametres adrtics sbn més grans en homes que en
dones en tots els intervals d'edat excepte en l'interval inferior a 20 anys. D'acord
amb els nostres resultats, altres estudis centrats tant en nens com en adults, han
descrit que el diametre abdominal de I'aorta (nens (158) i toracica (adults (159,160))
augmenta gradualment amb Il'envelliment en ambdos geéneres i que el diametre de
I'aorta abdominal és més gran en homes que en dones, tant en individus sans com
en pacients amb AAA (7,158,161,162). Tot i que els estudis anteriors s’han centrat
majoritariament en intervals d'edat limitats, aquest és el primer estudi en avaluar

totes les franges d’edat en una mateixa poblacid.

Els nostres resultats també mostren una interaccié entre I'edat i el sexe, donant lloc
a una taxa de creixement més alta en els homes a l'interval d'edat de més de 60
anys. Aix0 podria reflectir la dilatacio addicional en edats avancades causada per
I'envelliment vascular, que pot ser causada per la capacitat deteriorada de les
artéries per resistir I'estrés oxidatiu i la inflamacio i donen lloc a un augment del
diametre. Si aixo fa augmentar la taxa de creixement en homes grans podria explicar
el risc més gran d'AAA en els homes, fet que fa necessaries més investigacions per

poder-ho demostrar.

La importancia de la mida corporal, que es reflecteix en I'associacié amb mesures
antropometriques en el nostre estudi, també ha estat descrita anteriorment

(6,22,49,160). A més, els nostres analisis genétics revelen una forta correlacio
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genetica entre algunes d'aquestes variables (especialment l'algada) i el diametre
aortic, fet que indica que hi ha gens que sén, a la vegada, responsables de la

variabilitat de la mida corporal i del diametre de les principals artéries.

Es interessant que la capacitat pulmonar, determinada per les proves de funcié
pulmonar FVC, FEV1 i la relacié FEV1/FVC, apareixen entre els millors predictors
del diametre aortic de la nostra cohort, tant en el model que incloia els casos d’AAA
com en el que els excloia, indicant que una millor capacitat pulmonar podria estar
associada amb un major diametre no patologic de I'aorta. A més, I'analisi genética
mostra una forta correlacié genética entre les proves de funcié pulmonar i el
diametre aortic, fet que suggereix la preséncia de vies genétiques comunes

subjacents en ambdos fenotips.

Entre les comorbiditats més frequents de I'AAA es troba la MPOC (163), que és una
malaltia progressiva causada per l'exposici6 a llarg termini al fum, gasos i particules,
en particular el fum del tabac, i es caracteritza per un flux d'aire deteriorat als
pulmons. La MPOC s'evidencia principalment en els resultats de les proves
d'espirometria (164) i representa una causa de mort comuna a tot el mén (131).
Malgrat la forta comorbiditat entre MPOC i AAA, s’ha suggerit que aquesta
comorbiditat esta parcialment causada per un estat inflamatori sistémic comdu,
probablement agreujat pel tabaquisme (165-168). Aquesta és la primera vegada
que s’ha descrit una associacio entre les mesures de la funcié pulmonar obtingudes
mitjangant espirometria i el diametre aodrtic “sa”. Aquesta relacioé es podria explicar
en part per l'associacié establerta de la funcié pulmonar amb l'algada en adults

(165-168).
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També vam observar que els nivells de creatinina sérica apareixien entre els millors
predictors del diametre aortic en la poblacié "sana" i també incloent els 12 casos
d’AAA en el model. La creatinina és una substancia quimica producte de rebuig a la
sang que és produit pel muscul i filtrat als ronyons. Els nivells de creatinina a la sang
son un reflex de la funcio renal, i també de la quantitat de musculatura. Les analisis
van suggerir que la variancia no era deguda a gens comuns que regulin els nivells
de creatinina i el diametre aortic. Aquests resultats podrien indicar que els nivells de
creatinina podrien estar reflectint la mida muscular i corporal, que, com hem vist

abans, esta altament correlacionada amb el diametre aortic.

El tabaquisme i la hipertensié son factors de risc per a I'AAA (169-171). Les
caracteristiques de la nostra cohort no ens permeten extreure bons predictors d'AAA
abans que s'analitzin les dades de seguiment. Tanmateix, podem confirmar que, un
model predictiu que inclou l'edat, el sexe i les mesures antropomeétriques, perd no
el tabaquisme i la hipertensio, podia predir amb precisié el diametre aortic en tots
els individus sans, la qual cosa suggereix que el tabaquisme i la hipertensié no
influeixen de manera significativa en el diametre aortic saludable, perd sén en canvi
determinants rellevants del creixement patologic de I'aneurisma, tal com es descriu

ampliament.

En aquest sentit, un dels problemes encara no resolts en el diagnostic de 'AAA i
que voliem plantejar en aquest treball és determinar si la variacié dins del rang
normal del diametre aortic s'associa amb el risc de desenvolupar un AAA, o si els
mecanismes bioldgics que determinen aquesta variacid en individus sans son

independents dels processos implicats en la formacié d'un aneurisma.
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Les nostres observacions coincideixen amb la hipotesi que el creixement patologic
de I'AAA esta regulat, almenys en part, per mecanismes diferents que aquells que
regulen la variacio del diametre aortic dins del rang normal. Tanmateix, és plausible
que el diametre aodrtic basal pugui reflectir una susceptibilitat diferent d'alguns
individus a determinats desencadenants. Estudis previs del nostre grup suggereixen
que aquests mecanismes patoldgics podrien respondre a un procés inflamatori
cronic, incloent la infiltracié cel-lular i la degradaci6 de la matriu extracel-lular i de
les estructures vasculars, on el tabaquisme o la hipertensié podrien agreujar el

proceés.

Pel que fa a la identificacio de factors genétics que determinen el diametre de 'aorta
no aneurismatica, aquesta és la primera analisi de lligament de tot el genoma sobre
el diametre de l'aorta, que revela dos senyals de lligament significatives, als
cromosomes 4 i 7, que determinen la variacié del diametre aodrtic a la nostra cohort
familiar. EI gen més proper en 'enllag genétic al cromosoma 7 és 'EGFR. L'activacio
de I'EGFR és important en la regulacio, la proliferacio i la resposta a lesions de les
cél-lules musculars llises dels vasos (172), i anteriorment s’ha demostrat que regula
I'efecte hipertrofic renina-angiotensina Il sobre les cél-lules del muscul llis vascular,
la induccio d’estrés oxidatiu, la interleucina-6, i la induccié de quimiocines de la
metaloproteinasa pro-matriu2, tot conduint a 'AAA (173). La inhibicié6 de I'EGFR
prevé significativament la formacié d'AAA induida per renina-angiotensina Il en
ratolins (174). Aquesta regio s'ha associat préviament amb el tabaquisme (175), la
glicosilacio sérica de laimmunoglobulina G (IgG) (176) i les citocines circulants (177)

en estudis GWAS.
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El segon senyal d'enlla¢ significatiu es va localitzar en el cromosoma 4, a prop del
gende la BTC. La BTC és un lligand d’EGFR endogen que s'ha descrit que millora
la migracio cel-lular mitjangant la unié al EGFR (178), per tant, ambdds senyals
d'enllag reflecteixen la importancia de la mateixa via bioldgica que afecta al diametre
aortic i al risc d'AAA mitjangant la transducci¢ dels senyals inflamatoris regulada per

'EGFR.

Per tant, els resultats obtinguts mostren que hem pogut identificar dos nous loci
relacionats amb la variacié del diametre aodrtic en pacients sans perd amb risc
genetic per 'AAA, que contenen gens de 'EGFR i BTC. Aquests gens ja havien
estat relacionats anteriorment amb la patologia aneurismatica de I'aorta abdominal
infrarrenal, confirmant per tant I'existéncia d’almenys alguns factors genétics

comuns entre el diametre de I'aorta sana i el posterior desenvolupament d’un AAA.

Superposant els nostres resultats amb altres GWAS de la regio, vam trobar que
aquestes regions ja havien estat associades préviament amb proves de funcid
pulmonar d'espirometria i MPOC, i que podrien reflectir un efecte de 'lEGFR també

per regular els senyals de citocines dins del context pulmonar.

Es interessant que una publicacié posterior que cita el nostre treball ha identificat
recentment nous factors genétics que afecten el diametre normal de I'aorta
infrarrenal utilitzant la técnica de I'estudi d’associacié a tot el genoma (GWAS). Es
van utilitzar dades de 13.542 individus europeus, identificant dos nous locus a
LDLRAD4 i PCSK5 associats amb el diametre de l'aorta. A més, es va mirar
I'associacié dels locus coneguts de risc d’AAA i almenys un dels 18 locus de risc

que s’havien descrit anteriorment també es van trobar associats amb el diametre
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aortic no aneurismatic. Finalment, i d’acord amb els nostres models, van demostrar
que l'algada, els nivells de triglicérids, i 'HTA, factors de risc coneguts per a I'AAA,
poden estar associats de manera causal amb el diametre aodrtic (179). Per tant,
aquest treball confirma els nostres resultats, i demostra una vegada més I'existéncia
d’almenys alguns factors genétics comuns i de vies metaboliques comunes entre el

diametre de 'aorta sana i el posterior desenvolupament d’'un AAA.

Factors genétics de risc d’AAA

Paral-lelament i per tal de trobar factors genétics de risc d’AAA es va participar en
una col-laboracié internacional per realitzar un metaanalisis de GWAS en un total
de 39.221 pacients amb AAA i 1.086.107 controls, entre els quals hi havia la mostra
TABS. En aquest estudi, es van identificar 97 nous locus associats a 'AAA i es van
ratificar 24 ja coneguts préviament. Cal remarcar que 42 dels 121 locus de risc
d’AAA estaven associats amb lipids, i es va demostrar un paper important del
colesterol de lipoproteines de baixa densitat (C-LDL) en '’AAA, resultats que van
servir per identificar l'oportunitat d’utilitzar I'inhibidor de la preproteina convertasa
subtilisina kexina tipus 9 (PCSK9) com a una possible estratégia terapéutica per a
AAA, donant solidesa als estudis genétics com a eines essencials per la identificacio

de mecanismes bioldgics nous i pel descobriment de noves dianes terapeutiques.

Factors determinants del diametre de ’AAA i el seu creixement
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La segona pregunta d’aquesta tesi ha pretés descriure un model predictor de
creixement del diametre de '’AAA basat en dades cliniques i biologiques del nostre
estudi perqué puguin ser utilitzades per I'assessorament dels intervals de visites
cliniques, i per aixd en la segona part ens hem centrat que crear un model predictor

del creixement dels AAA i aixi poder optimitzar les visites de seguiment.

La ruptura d’'un AAA és una emergéncia medica amb una mortalitat molt elevada.
Es per aixd que no només és important tenir en compte el risc d’aparicié d’'un AAA
sind també la velocitat de creixement que presenta cada pacient, ja que, a meés
velocitat de creixement, més risc de ruptura. El creixement rapid d’'un AAA, més de
5 mm als 6 mesos o 10 mm a l'any, és criteri de reparacié quirurgica

independentment de la mida de I'aneurisma, per I'alt risc de ruptura.

Cal diferenciar entre els factors de risc pel desenvolupament de 'AAA i els factors
de risc pel seu creixement, ja que no sempre coincideixen. Per exemple, la HTA té
una associacio debil amb el risc de formacié de 'AAA (21,61,71,72), perd s’ha
demostrat que els pacients amb HTA, especialment, si esta mal controlada,
presenten un risc més elevat de creixement i ruptura (64). En canvi, el tabaquisme
és un dels factors de risc més important pel desenvolupament de 'AAA i el factor de
risc més rellevant en el seu creixement (59,65-68) i ruptura (69). A més, és I'linic
factor de risc modificable, ja que deixar de fumar pot frenar el creixement de 'AAA |

reduir el risc de ruptura (70).

Per tal d’explorar els factors de risc que determinen el creixement de I'AAA i millorar
els intervals de seguiment, es va generar la cohort TABS, una cohort unica a

Espanya, que té actualment 439 pacients i quasi 2000 visites de seguiment i que,
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avui dia seguim reclutant tant pel que fa a nous pacients com ampliant el seguiment
dels que ja en formen part. Aquesta cohort ha sigut eina fonamental per aquesta

tesi.

A l'estudiar el diametre de I'aorta sana en pacients de risc per AAA, els nostres
resultats van mostrar que el millor model predictiu incloia I'edat, I'algada, el pes, els
nivells de creatinina sérica, el sexe i les proves de funcié pulmonar, en el model que
en qué no estaven inclosos els pacients amb AAA, i s’afegien com a predictors, la
HTA, la circumferéncia de la cintura i el tabaquisme, en el model que estaven

inclosos els pacients amb AAA.

Per contra, per predir el creixement dels pacients amb AAA, el nostre millor model
va incloure el diametre inicial i els anys de seguiment des de la primera visita. La

inclusié de les malalties relacionades va mostrar un poder predictiu molt reduit.

Els nostres resultats no van poder detectar efectes rellevants clars de factors clinics
addicionals, com ara la dislipémia, la hipertensié o malalties relacionades que
determinaven el diametre adrtic més enlla de l'edat, el sexe, el tabaquisme i el
diametre aodrtic inicial. Tenint en compte I'evidéncia anterior en estudis més grans
(179), la hipotesi és que aquests factors amb un efecte més reduit sobre el diametre
aortic no es podrien detectar amb la nostra mida de mostra actual. També s’ha de
tenir en compte que al ser un estudi observacional, tots els nostres pacients estaven
en tractament per les seves patologies les quals podrien emmascarar I'efecte
d’aquests factors sobre el creixement dels AAA. Per exemple, un estudi anterior
sobre el creixement de I'aneurisma en 1.743 pacients del Regne Unit amb AAA (62)

va trobar una associacié entre la diabetis i el tabaquisme amb el creixement del
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diametre perd no amb la dislipémia. Altres han avaluat les puntuacions de risc
basades en dades cliniques també per millorar la identificacié de les persones amb
risc d'AAA. En una analisi de 1.570 casos d'AAA del UK Biobank (180), la generacié
d'una puntuacié de risc basada en l'edat, l'algada, el pes, la pressio arterial, la
malaltia cardiovascular, la diabetis i I'is de medicaments antihipertensius i
hipocolesterolémics, es va demostrar que era significativament més sensible per
millorar la prediccié de persones en risc en comparacio amb un model basal que
inclou I'edat, el sexe i els antecedents de tabaquisme. Es necessiten treballs futurs
per aclarir la utilitat d'afegir informacio clinica addicional en pacients ja diagnosticats
amb un AAA per veure si en mostres més grans es poden utilitzar per estimar el

diametre aortic.

La nostra mostra va mostrar un creixement meés rapid en diametres més grans
d’AAA, en correlaciéo amb el que ja s’ha demostrat anteriorment (65,88). La taxa de
creixement mitjana va augmentar per interval del diametre aortic i va oscil-lar entre
aproximadament 0,82 mm/any en diametres més petits i 4,01 mm/any en diametres
superiors a 55 mm. Malgrat els factors associats amb el diametre aortic, els Unics
parametres significatius que expliquen la taxa de creixement mitjana van ser
l'interval del diametre aodrtic i el sexe, que esta en linia amb els resultats anteriors
(62). No vam trobar una associacido amb el tabaquisme, tot i que aixd es podria
explicar pel nombre limitat de no fumadors a la nostra poblacié i pel biaix causat per

les recomanacions als pacients de diametres més grans per deixar de fumar.

Tanmateix, les nostres dades evidencien que els patrons de creixement de I'AAA

varien significativament entre els pacients amb AAA. Hi ha alguns individus que
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presenten petits augments graduals de diametre amb el temps, mentre que altres
experimenten una dilatacié rapida. La identificacid de factors mesurables que
puguin ajudar a predir la propensio al creixement rapid (i a la ruptura potencial) de
I'AAA representa un dels principals reptes de les guies cliniques sobre els AAA. Aixo
probablement incloura marcadors genétics per identificar nous factors que poden
ajudar a avangar cap a una avaluaci6 meés personalitzada del creixement del
diametre aortic i els intervals de vigilancia. En aquesta direccid, la cohort TABS, amb
dades d'ADN i ARN disponibles, juntament amb mostres de plasma recollides en
visites longitudinals de pacients, constitueix un recurs potent per avangar cap a una
millora prometedora en la prediccidé del creixement, apropant-se un pas més a la
medicina de precisidé. Les cohorts més grans amb col-leccions de grans dades,
incloent-hi diferents capes de dades dmiques longitudinals, seran essencials per

proporcionar millors models de prediccio per a I'us clinic.

Amb l'objectiu d'explorar els intervals de vigilancia optims a la poblacié espanyola,
es va calcular el temps esperat per assolir un diametre aortic quirurgic a partir de
les taxes de creixement mitjanes de la poblacio i es va estimar un temps optim per
a la proxima visita en anys, cosa que permet que un maxim de 1'% o el 5% dels
pacients superin el limit de la cirurgia durant aquest interval de temps. Tot i que no
teniem prou poder estadistic per establir de manera segura els temps de vigilancia
optims en dones, els resultats suggereixen que els temps de seguiment establerts
actualment utilitzats a Espanya semblen massa conservadors per als aneurismes
petits en homes. Concretament, vam observar que els homes amb un diametre

aortic inicial entre 35-40 mm necessitarien més de 7 anys per assolir el diametre

106



quirurgic i, per tant, els intervals de vigilancia es podrien augmentar amb seguretat,
amb un estalvi de costos important, mentre que els homes amb diametres superiors
a 50 mm es podrien beneficiar d'intervals encara més curts del que s'utilitzen
actualment per a una vigilancia més segura. Aixd coincideix amb els informes
anteriors al Regne Unit (62) i altres (14,181-184), que indiquen que els individus
amb diametres més petits podrien ser examinats amb seguretat cada 36 mesos,
mentre que es recomana que el seguiment en diametres més grans es realitzi en

periodes més curts.

Els resultats a llarg termini de cost-utilitat en programes de cribratge per a homes
de 65 a 75 anys han demostrat que els programes de cribratge de la poblacio
redueixen la mortalitat i son rendibles. Tanmateix, la baixa prevalenga d'AAA a
Espanya indica que nomeés s'aconseguiria una rendibilitat en subgrups poblacionals
d'individus en risc (46—48,129). Atés que les nostres dades suggereixen que
augmentar els intervals de vigilancia en els diametres més baixos seria seqgur, seria
recomanable treballar més per esbrinar si aquestes visites addicionals es podrien
invertir per visitar a la poblacid de risc a Espanya (homes fumadors majors de 65
anys) (14,129,185). En aquesta direccio, a partir de les dades i prediccions del
present treball i suposant un nombre mitja previst de visites extra innecessaries a
I'any estimat sobre el total de la poblacié espanyola (185) basat en el nombre anual
de visites a la regi6 d'influéncia de I'Hospital Sant Pau (400.000 persones), la nostra
estimacié suggeriria que fer aquestes visites extra innecessaries a homes de més
de 65 anys ajudaria a identificar prematurament 521 AAA/any a Espanya sense cost

addicional (prevalenca d'AAA en homes fumadors considerada en un 2,67% (129)).
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Tot i que les xifres especifiques son especulatives, seria recomanable fer més
analisis tenint en compte les regions més grans d'Espanya per reconsiderar els

protocols de cribratge.

En global, aquesta tesi avanga en el coneixement dels factors que determinen el
diametre de I'aorta tant en individus sans d’alt risc com en pacients amb AAA, apunta
a nous factors de risc, i representa aixi un pas prometedor per entendre el
creixement dels aneurismes, per avancgar cap al desenvolupament de millors eines
de prediccio per avaluar les decisions cliniques en pacients amb AAA, i per orientar

futures politiques de cribratge.

6.1 LIMITACIONS

Som conscients de les limitacions en els dos estudis que componen aquest treball
pel que fa a la mida mostral obtinguda en el moment de I'analisi de dades, perd s’ha
de tenir en compte que, ambdds estudis segueixen en curs i seran revalorats els
resultats novament quan tinguem més poblacio reclutada i més temps de seguiment
per continuar estudiant la variacio del diametre aodrtic “sa” i el creixement del

diametre aortic patologic.

A més, diverses caracteristiques de la cohort podrien haver esbiaixat els resultats.
En primer lloc, el nostre nombre limitat de dones de la cohort pot haver esbiaixat els
nostres resultats cap a factors que afecten el creixement de I'AAA en individus

masculins i fa que les nostres estimacions del creixement de les dones siguin poc
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fiables. En segon lloc, es tracta d’'una cohort de pacients reclutats en I'ambit
hospitalari el que comporta que la majoria de pacients estiguin en tractament amb
medicaments, fet que pot afectar I'associacié de diversos parametres. En tercer lloc,
I'habit de fumar, que és un fort factor de risc per a la progressié de I'AAA, no és
representatiu del de la poblacioé general, cosa que podria esbiaixar els resultats. En
quart lloc, també som conscients que la nostra cohort inclou principalment individus
amb ascendencia europea. |, en cinque lloc, una gran part de la nostra mostra es
va reclutar amb AAA de gran diametre, reduint la poténcia de predir amb més

precisio el creixement del diametre adrtic a diametres de base més petits.
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. CONCLUSIONS

. La mesura del diametre de l'aorta en individus sans esta associat amb el

sexe, I'edat, la mida corporal i la funcié pulmonar i la seva heretabilitat és del
34%. Hem generat un model que explica el 73% de la variabilitat del diametre
aortic i és capacg de predir correctament el diametre de I'aorta en pacients
“sans” perd no en pacients amb AAA, el que suggereix que hi ha factors
addicionals que desencadenen la dilatacio patologica de l'aorta.

. El diametre de les artéries aorta, femorals i poplities és determinat per un
fons genétic comu. L'algada i les proves de funcié pulmonar també presenten
correlacions genétiques significatives amb el diametre aortic, cosa que
suggereix I'existéncia de gens comuns que determinen la capacitat pulmonar
i el diametre aortic.

. L'estudi revela dos nous locus relacionats amb el diametre aortic normal que
contenen els gens EGFR i BTC, relacionats anteriorment amb el AAA en
estudis amb ratolins, posant de manifest factors genétics comuns que regulen
el diametre de l'aorta sana i el desenvolupament d’un AAA.

. L’estudi TABS mostra que la velocitat de creixement de 'AAA s'incrementa a
mesura que augmenta el diametre de 'aorta. Els factors més rellevants en
la prediccio del creixement de I'aorta sén el diametre inicial i el temps des de
la primera visita.

. Els nostres resultats indiquen que augmentar els intervals de temps de

vigilancia en els diametres entre 30 i 40 mm seria segur. Hem estimat que si
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el nombre de visites que es podrien estalviar en diametres adrtics petits
s’invertissin a fer cribratge a la poblaci6 de risc (homes fumadors de 65 anys)

es podrien identificar prematurament 521 AAA/any a Espanya.
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8. LINIES DE FUTUR

L'estudi TAGA, tal com hem comentat, é€s una cohort familiar que tenia quasi un 25%
dels participants menors d’edat. Sén individus actualment sans perd6 amb un factor
de risc genétic per desenvolupar AAA en un futur. Com sabem, I'edat és el factor de
risc més important pel desenvolupament d’AAA, per la qual cosa aquesta base de
dades té un gran potencial futur per avaluar si el diametre aodrtic a diferents intervals
d'edat i els principals fenotips associats al seu creixement es poden utilitzar com a

predictors de I'AAA.

L'estudi TAGA es va gestar entre el 2012 i el 2016, tres anys després es va publicar
l'article. Al llarg del 2020, es van tornar a fer ecografies adrtiques per mesurar el
diametre de l'aorta infrarrenal a tots els participants de I'estudi TAGA que en aquell
any tinguessin més de 50 anys. Es van trucar a 63 pacients, dels quals 4 havien
sigut éxitus, un 28% dels pacients no van contestar, no van acceptar o van acceptar
i no van acudir a la visita programada. S’ha de tenir en compte que en I'any 2020 hi
va haver la pandémia per la COVID-19 i molts participants van ser reticents a venir
a I'hospital. En total vam fer una nova mesura ecografica a 30 individus majors de
50 anys, I'edat mitja va ser de 62,2 anys i 'augment de diametre mitja entre la
primera (2012-2016) i la segona (2020) mesura va ser de 0,86 mm. No es va
diagnosticar cap AAA, perd si hem de destacar dos casos, un pacient amb un
diametre aortic en el control del 2020 de 28,1 mm, que seria diagnosticat com a
ectasia aortica, que en I'ecografia de reclutament mesurava 24 mm i a més a més

aquest pacient esta diagnosticat d’aneurismes en les artéries poplities. | un altre
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cas, d'un participant que en el moment del reclutament tenia un diametre aortic de
28,3 mm (ectasia aodrtica) perd que no vam poder fer un nou control el 2020 perqué

viu fora i no va poder venir a la visita a causa de la pandémia.

El nostre proposit és realitzar mesures ecografiques cada 5 anys als participants de
I'estudi TAGA que siguin majors de 50 anys, per tal de fer un seguiment a aquesta
cohort de risc genétic per desenvolupar un AAA en un futur. Proximament durant el

2025 farem una nova valoracio i comprovacioé dels resultats.

Per altra banda, tal com hem comentat anteriorment I'estudi TABS encara esta en
fase de reclutar nous pacients i seguir fent controls mitjangant proves d’'imatge i
proves de laboratori als pacients que ja han sigut reclutats. Aquest fet no només fa
que anem ampliant la mida de la base de dades sin6 que també ampliem el temps
de seguiment i les mostres d'ADN, ARN i plasma de cada pacient, fet que
constitueix un potent recurs per avancar cap a una millora en la prediccié del

creixement.

Com a objectiu en un futur voldriem analitzar I'efecte de 'TEGFR en el creixement de
I’AAA. Tal com hem comentat en aquest treball, en la mostra TAGA vam associar el
gen de 'TEGFR amb el diametre aortic en individus “sans” i anteriorment ja s’havia
publicat que la inhibicioé de 'EGFR prevé significativament la formacio d'AAA induida
per la renina-angiotensina Il en ratolins (174). Una linia de treball oberta és ara
valorar aquesta associacido en la nostra cohort de pacients amb AAA i mirar si
aquesta proteina pot ser estudiada com a marcador d’aparicié o creixement dels

AAA.
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Abstract: A variety of disorders are known to be related with aortic geometry, among thern abdominal
aortic aneurysm {AAA). This work aims to present the main determinants of abdominal aortic
diameter in a new cohort of famnilies at high risk of AAA. The Triple-A Genomic Analysis (TAGA)
study comprises 407 individuals related in 12 families. Each family was collected through a proband
with AAA We calculated heritability and genetic correlations between abdominal aortic diameter
and clinical parameters. A genome-wide linkage scan was performed based on 4.6 million variants.
A predictive model was calculated with conditional forest. Heritability of the abdominal aortic
diameter was 34%. Old age, male sex, higher height, weight, creatinine levels in serum, and better
lung capacity were the best predictors of acrtic diameter. Linkage analyses suggested the implication
of Epidermil Growth Factor Receptor (EGFR) and Betacellulin (BTC) genes with aortic diameter. This is
the first study to evaluate genetic components of variation of the aortic diameter in a population of
AdA high-risk individuals. These results reveal EGFE, a gene that had been previously implicated
in AAA, as a determinant of acrtic diameter variation in healthy genetically enriched individuals,
and might indicate that a common genetic background could determine the diameter of the acrta and
fubure risk of AAA

Keywords: abdominal aortic diameter; aneurysm; AAA; linkage analysis; genetics; risk factors;
Epidermal Growth Factor Receptor; EGFR
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1. Intreduction

The average diameter of the infrarenal abdominal aorta varies according to factors, including
age, sex, and body size. It ranges between 12 and 1% mm in women and between 14 and 21 mm
im men [1,2]. The increase of the acrtic size is continuous during life, and the normal expansion
rate is about 1-2 mm/year [3]. A variety of disorders are known to be related with aortic geometry,
among them abdominal aortic aneurysm (AAA) formation [4,5].

An AAM s a focal dilatation and weakening of the abdominal aorta and it is the most common
type of arterial aneurysm. The disease is characterized by structural deterioration of the vascular wall
leading to a progressive dilatation, which ultimately might result in a rupture. Rupture of the aorta,
the most common complication, has a mortality rate of 90% [6] being the tenth cause of death in men
over 55 years in the industrialized world [7]. The prevalence of AAA is unknown, due to the fact that
most AAAs are asymptomatic until they rupture [8], although it has been estimated to be 6% in men
and 1.6% in women over 50 years [9].

AMA I8 8 complex disease with genetic and environmental risk factors [10-12]. The genetic
predisposiion to develop an AAMA was described for the first time in a 1977 work on theee siblings
who underwent AAA surgical repair after aneurysm rupture [13]. People with a positive family
history, especially in first-degres male relatives, have a higher risk of developing AAA [14,15], and the
heritability of AAA has been determined to be over F0% [16,17].

Although the prevalence of the diseases related to the abdominal acrtic diameter has increased in
the past decades due to lifestyle changes and variows risk factors, data are sparse regarding normal
aorta diameter in the general population. Until now, there are no studies investigating whether the
normal variation of the abdominal aortic diameter is due to genetic or environmental differences and if
baseline differences in aortic size might affect the risk of aortic diseases.

If heritable effects are important and baseline normal” aortic diameter plays a role in the later
development of aneurysms, studies are necessary to identify specific genetic markers that determine
abdominal aortic size. Conversely, if the environment plays a greater role, an emphasis should be put
on lifestyle interventions in order to constrain the development of abdominal aortic diameter related
diseases. Therefore, identifying which genetic and environmental factors determine aortic diameter
could be essential to ultimately guide clinically actionable decisions for early diagnosis, and provide
mechanistic insight into aortic diameter related diseases.

This study is the presentation of a new family cohort of patients with AAA and their relatives:
TAGA (Triple A Genomic Analysis). Since all families have been selected through a proband with
AAA (they partially share a genetic background), and family history is one of the established risk
factors for AAA, these participants can be considered as genetically enriched for AAA genetic risk
factors. The overarching goal of the project was to investigate whether higher (but not pathological)
measures of the aorta at early ages combined with clinical and genetic parameters are associated with
subsequent development of AAA and can potentially be used as predictors of disease. The present
work was undertaken to study the heritability and the main determinants of base-line abdominal acrtic
diameter in healthy high-risk individuals. Future follow-up will help elucidate the role of base-line
aortic diameter in the development of future events, as well as determine genetic and environmental
risk factors of AAA.

2. Methods

2.1. Subjects and Study Design

The TAGA study is based on a family-based design and the use of endophenotypes o understand
disease. Anendophenotypeis a trait influenced by some or all of the genes predisposing to an illness [ 18],
As endophenotypes are measurable in both affected and unaffected individuals, they provide greaker
statistical power Lo localize and identify disease-related genes than affection status alone. In the present
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study, we have used aortic diameter as an endophenotype to study aortic diameter-related diseases,
with a particular focus on AAA.

The TAGA study comprises 407 individuals related in 12 families that have been collected at the
Haospilal de la Santa Creu i Sant Pau, in Barcelona, Spain, through a proband with AAA during the
years 2012-2014. Probands from the TAGA study were defined as those with dilation of the abdominal
aorta with a diameter higher than 30 millimeters (mum). All probands were adult males between 68 and
88 years old. Patients with thoeacic or suprarenal aorta dilation, saccular aneurysms with secondary
aneurysmal degeneration, mycotic or infectious as well as patients with spontaneous, iatrogenic and
post-surgery pseudcaneurysms were not considered as probands. All family members of the proband
were collected, regardless of their AAA status. At the moment of collection, only the proband in
each family was diagnosed with an AAA. All families included at least 10 individuals and at least
three generations (or at least two generations with eight or more siblings). A detailed table with the
characteristics of each family pedigree is shown in Supplementary Table 51.

The study was performed accarding to the Declaration of Helsinki. All participants gave written
informed consent for them and for their minor children. All procedures were approved by the
Institutional Review Board at Hospital de la Santa Creu i Sant Fau (Ref. 11/2010). The main aim of the
TAGA study was to elucidate genetic mechanisms underlying aortic diameter. No previous genetic
studies in relation to AAA had been performed to any of the families.

2.2, Clinical Conditions

To determine the clinical conditions in all participants, the following criteria were used:
Acute myocardial infarction and angina pectoris were considerad by clinical history and admission
with clinical symptoms, electrocardiogram changes, or a positive enzymatic curve diagnosed by a
cardiologist. Brain-vascular diseases were assessed by history of transient ischemic attack or stroke.
Arterial hypertension was assessed by clinical history and use of antihypertensive drugs. Dyslipidemia
was assessed by clinical history and use of hypolipidemic drugs. Diabetes mellitus was assessed by
clinical history and wse of insulin or oral hypoglyeemic medications (ho distinction was made between
type 1 ar 2). Meoplasm was assessed by clinical history and radiotherapy or chernotherapy treatment.

2.3, Phenotype Determination

A large number of clinical parameters were collected for all participants and are shown in
Supplementary Table 52. Inbrief, we obtained current information on smoking behavior, anthropometric
measures, blood cell counts, biochemical parameters, and extensive information on medical history
and medication. Smoking was considered positive for all current-smokers and ever-smokers to reflect
irreversible effects of smoking on acrtic diameter.

2.3.1. Ultrasound Measures

Ultrasound measures of the diameter of femoral, popliteal, and infrarenal aortic arteries were
performed in all participants with the ACUSON Antares ultrasound system (Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburg, Germany). For all measures, the maximum transversal diameter of the artery
was reported in mm.

2.3.2. Pulmonary Function

Pulmonary function tests, including forced vital capacity (FWC), forced expiratory volume in 15
(FEV1), and the FEV/FVC ratio, were collected by the spirometer DATOSPIR-600 (Sibelmed, Barcelona,
Spain}, before and after the administration of a bronchodilatation agent (salbutamol 400 pg for 15 min).
Given the high correlation between these measures, only measures before the administration of the
bronchodilatation agent were included in the analyses. All tests were performed between March 2012
and December 2016 by the same technician.
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2.4 Blood Collechion

Peripheral blood was obtained by venipuncture, after a 12 h overnight fast, and between .00
and 12:00 am. to minimize circadian fuctuation. No process of acute inflammation was registered
im at least one month before the onset of the study, none of the participants had taken antiplatelet
therapy or non-steroidal anti-inflammatory drugs 15 days prior to blood collection, or corticoids and
immunosuppressors one month prior to blood collection. EDTA blood was wsed for DMA and plasma
isolation. DN A was extracted from whole blood using a commeercial kit (Wizard Genomic purification
kit, Promega {Madison, WI, US), Ref. A1125; Lot number (000293640},

2.5. Grenome-Wide Genotyping ana Inmputation

Genome-wide genotyping was performed using the Infinium Global Screening Array-24 v2.0 from
Mlumina (San Diego, CA, US) (coverage 665,608 variants). Prior to imputation, we performed several
quality control filters as follows: Gender mismatches, sample call rate (>95%), genotyping call rate
(=98%), heterorygosity test (median plusy minus four times the interquartile range), Hardy-Weinberg
equilibrium test (p-value > 107%), and Minor Allele Frequency {MAF > 1%). We also filtered out ethnic
outliers by principal component analysis and removed monomorphic markers. After all fltering,
nine individuals were excluded. All pre-imputation quality control was performed using PLINE 1.90.
All chromosomes were then imputed to the Haplotype Reference Consortium reference panel using
the Michigan server [19]. After imputing, variants with imputation quality <0.3 or MAF <0002 were
excluded. After quality control, 10,734,197 variants and 387 individuals remained.

2.6 Statistical Analyses

2.6.1. Effect of Individual Phenotypes on Aortic DMameter

To assess the effect of different phenotypes on the diameter of the aorta we used a linear mixed
model with sex, age, and age® as fixed effects and a random effect that captures the polygenic effect
on the diameter of the aorta. The correlations on the random effect due to relatedness were modeled
by the expected kinship matrix between relatives. In addition, non-randomness recruitment bias
(ascertainment bias) [20] was controlled by conditioning each pedigree to the proband that was used
for the ascertainment. This adjustment essentially reduces the bias created by the AAA cases, so that
the parameter estimates are valid for the general population. Residuals were rank-normalized to fit
a normal distribution (see further details on Supplementary Methods). The effect of smoking was
calculated considering only individuals older than 18 {first smoking event in our sample). All analyses
were caloulated using the R package Solarius [21], as interface of the Sequential Digogenic Linkage
Analysis Routines (SOLAR-ECLIPSE, version £.1.1) [22], which is specifically designed for the genetic
analyses in extended pedigress.

2.6.2. Heritabilities and Genetic Correlations

Heritability is described as the proportion of total variance of the traits that are attributable to
the additive effects of genes. We estimated heritability in every one of the 41 variables using mixed
models. We then calculated genetic and environmental correlations of all measured teaits with the
maximum diameter of the abdominal aorta measured in mm. For both calculations, we used the most
parsimonious model for each phenotype, considering age, agez, sex, and smoke status as possible
covariates. All models included the expected kinship matrix between relatives as a random effect.
All analyses were calculated using the R package Solarius [21], as the interface of the Sequential
Oligogenic Linkage Analysis Routines (SOLAR-ECLIPSE, version 8.1.1) [22], which is specifically
designed for the genetic analyses in extended pedigrees.
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2.6.3. Multipoint Linkage Analysis

Linkage analysis is based on genetic recombination and estimates chromosomal regions that are
identical by descent (IBD) in pedigrees, that is, sections of DMNA that are inherited by a comnmon ancestor
and segregate with the phenotype. We estimated a multipoint IBD matrix of our sample using the
software IBDLD {version 3.38) [23]. We used Reference Consortium Human Build 38 (GRCh38) of the
human genome as a reference for our physical coordinates. Genetic positions were interpolated from
DECODE 2019 sex averaged genetic map [24]. Filtering and pruning are described in Supplementary
Methods. All analyses were done using the R package Solarius [21,22]. We considered a logarithm of
the odds (LOD) score equal to or higher than 3 as a cutoff for significance.

2.64. Fine Mapping Association Studies

After quality control, 10,734,197 SNPs imputed to the Haplotype Reference Consortium reference
panel [25], and 387 individuals remained. Linear mixed models were used to estimate the association
effect of every SNF within the linkage signal on normalized acrtic diameter residuals, and adjusting
for age, age?, sex, and the kinship matrix. We considered the linkage signal to span IMb upstream and
downstream the highest LOD score. We also used publicly available summary data from a UK-Biobank
genome-wide association study (GWAS) {extracted from hitpywww.nealelab.is/uk-bicbank/) to assess
possible associations with aortic aneurysm within the region under the linkage signal. Regional plots
were done using Locuszoom [26].

2.6.5. Mon-Parametric Predictive Model

We then calculated the prediction models with a conditional forest to assess the best combination
of the variables that could predict the aorta diameter, both excluding and including the AAA cases
[other arteries were not included in the predictive model) (see Supplementary Methods). All analyses

were done using Party package in R [27].
3. Resulis

3.1. Sample Description

The database includes data from 407 individuals distribubed in 12 families recruited through
a proband with AAA. Some clinical and demographic characteristics for one of the probands were
not available because of exitus al the moment of sample collection. All families had between 14 and
92 individuals ir at least three generations, with a similar proportion of males and females per family
(the maximum difference was, respectively, 60% to 40%). There were no significant differences in the
aorta diameter between families (Supplementary Figure 51), and all cases with AAA (5.6%) were male.

Table | shows the demographic data of all individuals included in the study. The mean age of the
participants in the study was 38.7 (5D = 22.1, aged between 2 and B8 years). A total of 96 individuals
(23.6%) were children and adolescents {under 18 years old). Additionally, 48.2% of the individuals
were male, and the average age was similar in both sexes (p = 0.95). Among all participants, 20.15%
were current smokers, 23 83% were ex-smokers and 56.02% were never-smokers. There was a higher
percentage of male smokers compared to women (p = 0.003). There was also a higher proportion
of men with dyslipidemia (p = 0.024). Among women, no case of ischemic heart disease had been
reported. The rest of the reported variables were similar in both sexes.

The average arterial diameters in every age interval are reported in Table 2. The measured arterial
diameters increased throughout life in both sexes and were significantly smaller in women tham men
im all age intervals except under 20 years. Males had, on average, 1.81 mm higher aortic diameters
than females {p < 0.001). The age-related increase in aortic diameter was more pronounced in males
than in females (.25 versus 0.2 mmy'year, analysis adjusted for the ascertainment effect of probands).
The increase was linear throughout life in men, whereas it seemed to reach a plateau in women over
40 years old.
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Table L. Demographic characteristics of the individuals included in the study, by gender.

Male Female p-Value
H 1496 11 -
Ape (years) 37+ 2R 3H4 213 .95
Age range years 2-88 -85 -
BMI (kgg/m?) E(GE IR0 0395
Senckers W1 (515 7735 0003
Dryslipidemia A7(20 34T oo
Chronic hypertension 37 (188) 260123} 0081
Dhabetes 12 (.1) 12 (5.7 1
Neoplasia 13 (6] 13 (£.2) 1
EEVYFVE < 0.70 20123 1468 0076
[HD} 5 (26) 0 0.025
BVD 1{ik5) 1{ik5) 1
AAA 11 (56) 1] 0.1

Mominal variables are presented as number (%) and continuous variables a3 mean 2 50 BYVEE brain-vascular
disease; [HD: lschemic Heart Disease; FEV: Forced Expiratory Volume in 1 s; FVC: Parced Vital Capacity.

Table 2. Arterial diameters in males and fermales per every 20-yvear interval.

Male Female p-Value  Male Including AAA
0-1% years (r) 54 54
Abdominal sorta 109+ 30  100£25 011
Left femaoral 6.7+ 16 63+15 019
Right femeral 6.6+ 16 61+15 014
Lett popliteal 45+12 44+11 054
Right popliteal d6+12 43+ 11 023
=39 years (] k) 50
Abdominal sorta 158+£22 137213 <01
Left femaoral 93+14 TH£0TF <01
Right femeral 21+14 FI+£07F <0001
Lett popliteal 6.3+ 08 53+07F <0001
Right popliteal 6.3+ 0% S54+07F <0001
59 YAy i) 63 il
Abdominal sorta 169 +£20 151221 <0001
Left femaral 9%+11 82+13 <[00l
Right femaral 9BEx11 83+11 <[00l
Lett popliteal 6.7+ 10 57+10 <[00l
Right popliteal 6.9+ 10 57+10 <[00l
=6l years (n) .o ar IT+11
Abdominal aorta 196+ 42 154225 <001 314201
Left femaoral 103+ 16 BH+13 <001 103215
Right femeral 106+ 1.5 BE+14 <001 106214
Lett popliteal 77x15 60+ 1.0 <001 7Ax16
Right popliteal 7Ex15 62+12 <001 75+£16

Data are presented as mean + S0 {mm).

3.2 Assaciation between Aortic Dizmeter and Felated Phenotypes

We first performed bivariate analysis between aortic diameter and a total of 41 clinical variables
{Supplementary Table 53), adjusting for age, age”, and sex. Phenotypes that showed significant
association with aortic diameter were considered at false discovery rate <0.01 (Table 3). Our results
showed that the most associated phenotypes to “healthy™ diameter of the aorta were the diameter of
femoral arteries, followed by height, weight, pulmonary function tests, popliteal arteries diameter,
levels of serum creatinine, waist circumference, body mass index, and the erythrocyte mean corpuscular
volume. The diameter of left arteries (popliteal and fernoral) had a tendency to show stronger
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associations with the aorta diameter than those of the right arteries. All anthropomeltric measures were
highly correlated with each other {data not shown) and indicated a significant positive correlation
between larger anthropometric measures and larger diameter of all arteries.

Given the importance of sex, we repeated all bivariate analyses using male-only, however,
no significant differences were observed in the results, and no additional significant variables emerged
in the sex-stratified analyses.

Table 3. R.cprﬂ:inn coefficients for the main :I:a.l'ixl:i:a]ly 5i|5ni.ﬁ|:a|1] covariates (FDR < UL Emept for
age amd sex, all variables were further a.diusbe:l I:Vy age, al.;rz.. and sex. Su'rl.ulr.i.nlq status did net
pass the FDR significance threshold, but it was further included for its known significance in

aortic-related diseases.

Beta 5D p-Value Probands u
Age (years) 0.3 M 113w e 12 407
Sy [worman) -L51 D16 186 x 1070 12 407
Left fernoral major diameter (mm) 129 010 31x107Y 10 404
Right femoral major diametter (mm) 119 011 15 107 10 A0
Left popliteal major diameter (mm) 133 014 29=10 " 11 IR
Right popliteal major diameter (mm) 106 014 Fdwx1o™ 11 404
Height (cm) 0110 i 14=1o® 11 8B
Weight (kg) 010 i sgwip® 11 386
FE¥, (L) 166 1% glwio ¥ 11 364
F¥C (L) 143 017 lAx1o® 11 364
Serum creatinine {(mmol/L) oM Ll sgx1o 11 367
Waist circumference (cm) 008 0 3Ax 1 10 354
BMI (kg/m®) 014 03 2wt 1 388
Mean corpuscular volume (MCV) (L) 012 003 6lx10! 11 a7
Smoker 026 0l 0.015 12 313

FEW,: Forced expirabary volume in one secornd; FVWC- Forced vital capacity; BMI: Body mass indes

We then created multivariate predictive models to estimate the diameter of the aorta using all
measured variables {except the diameter of other arteries) at the same time to allow the model to select
the best estimates of acrtic diameter. Results showed that the best predictor of acrta diameter was,
by far, age (Figure 1}, both in models including or excluding AAA patients from the analysis.

The model to predict aortic diameter in the sample excluding AAA patients was composed of
age, height, weight, serum creatinine levels, sex, pulmonary function tests (spirometry], together
accounting for approximately 73% of the variability in aortic diameter {51% after including AAA
cases). The best model to predict aortic diameter when considering AAA cases additionally included
hypertension, waist circumference, and smoking.

Maoreover, our results suggested significant interactions between sex and age and also bebween sex
and weight, suggesting that both age and weight have a significantly different effect on the diameter of
the aorta in males than in females.

Using all selected variables, our best model was able to predict the aorta diameter in “healthy™
individuals but was unable to predict individuals with an AAA (Figure Z) indicating that additional
factors trigger the pathological widening of the acrta, beyond the factors that regulate normal variation
of the diameter in healthy individuals.
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Figure 2. Prediction accuracy of the aortic diameter using the best model.
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3.3. Heritabilify and Genetic Correliafions

We used linear mixed models to calculate the proportion of the variability explained by genetic
factors, based on the information of the pedigrees. Genetic factors (ie., heritability) explained 0.34
(C: 0.30-0.39) of the total phenotypic varance in abdominal acetic diameter, after contralling for sex,
age, and age®. Heritability of the aortic diameter when considering only male participants increased
o 0.42 {C1: 0.36-0.50). Heritability of the popliteal arteries ranged from 0.38 (CL: 0.34-0.42) to 0.45
(CL: 0.41-049), whereas heritability of the femoral arteries ranged from 0.36 (CL 0.32-0.40) to 0.41
(CL: 0.37-0.44).

Heritability of other measured phenotypes in the study is shown in Supplementary Table 54.

Linear mixed models can also be used to split global phenotypic correlations into genetic and
environmental correlations based on the structure of the pedigrees. This allows discovering commaon
genes determining the variation of aortic diameter and related phenotypes. The most significant
genetic correlations are shown in Table 4.

Owur results indicated that acrtic, femoral, and popliteal arteries are highly genetically correlated,
suggesting that a common genetic background determines the diameter of these arteries.

Maoreover, other traits exhibited significant genetic correlations with the aortic diameter. The most
significant were height and FEV, (Table 4), suggesting the existence of common genes that determine
pulmanary capacity and the acrtic diameter.

Even though serum creatinine showed a strong association with the aortic diameter in
the regreasion analysis and the predictive models, partition of variances showed that this was
mainly due to environmental correlation rather than genetic correlation (Supplementary Table 54),
and therefore, did mot support the hypothesis of common genetic factors underlying creatinine levels
and aortic diameter.

3.4, Genome-Wide Linkage Analysis Reveals Tioo Significant Regions Asseciated with the Digmeter qfﬂne Aorta

Results of a genome-wide multipoint linkage analysis performed at one centimorgan (ch)
resolution are shown in Table 5 and Figure 3. Two regions, one on chromosome 4 and one on
chromosome 7, showed significant linkage with acrtic diameter (maximum LOD score = 302, at oM 83
and LOD score = 318, at ¢M 73 respectively, Figure 4). The closest genafs to the ¢ with maximum
LOD scores were Endothelial Growth Factor Receptor (EGFR), and Betacellulin (BTC) {Table 5). Despite
the increased heritability of the male-only analyses, no significant linkage signals were observed when
only males were analyzed (data not shown).

Fime-mapping of the significantly associated region on chromosome 7 was performed using
association analysis between 19,938% available imputed SNPs (between physical coordinates 51,752 488
and 67,013,180 (build 38)) and the acrtic diameter. Fine-mapping of the significantly associated
region on chromosome 4 was performed using association analysis between 9850 available imputed
SMPs (between physical coordinates 70,662,84% and 76845518 (build 38)) and the aortic diameter.
Mo significant association was found for any SNF within the two linkage regions and acrtic diameter
in our population (Figure 4), or in a GWAS on aneurysm from UK-Biobank.
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Table 4, Phenotypes with significant genetic correlation with the maximum diameter of the aorta (FDR < 0105).

h®  p-Valueh® Genetic Correlation  p-Value  Phenotypic Comelation  p-Value  Environmental Comelation  p-Value

045 Lax107H 081 asx 1wt 048 17 x 1072 025 Lm0

036 B9x1? 052 67x10°7 057 24 xS 043 11x10®

w4l 55x 10712 061 15%107% 0.50 57107 D4 40 %107

036 25x1077 063 17x108 0.39 3ex S 027 21x107

030 15x 107" 060 a0x 107 051 99 x WS D47 27107

02 p2x10°° 0.52 57x10°7 043 77x w0 039 E#x10”
¥ Heritability,

Table 5. Sgnificant loci (LOD score > 3) from linkage analysis. Associated phenotypes in the region extracted from the GWAS eatalog are inchuded in the last column.

Chr oM MaxLOD  Closest Genes Relevant Assaciated Phenotypes in the Region

(GWAS Catalog)
FEV)/FVC ratio (PMIL}: 30804560
i &3 302 BTC BEV; (PMID:30B04560)
COPD (PMIDE30B04561)
EGFR Smoking behavior (FMID:30643258)
E 318 POMIZILIZ Serumn Iz glycosylation (PMID-23362641)
HAUSEP Circulating ..—,-Kim: (PMID:27959323)

Chr: Chremeseme; eM- Centimangan; COPDE Chronie Obstnsdtive Pulmarsry Disease; FEV, Forced Expiratory Volume in the first second.
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4. Discussion

This study evaluates the heritability and the genetic basis underlying the diameter of the aorta
in a population of unaffected AAA high-risk individuals. It constitutes the first genetic study to
evaluate heritability and genetic determinants of normal variation in aortic diameter in extended
families. For this purpase, we have used the TAGA study cohort, which constitutes a new collection
of high-risk individuals related in families that have been ascertained through a proband with AAA.
TAGA was designed as a longitudinal cohort study, where future follow-up will be used to evaluate if
aortic diameter at different age intervals and the main phenotypes associated with its enlargement can
be used as predictors for AAA. In the present work, we show baseline characteristics of the cohort.
Overall, our results suggest the existence of common genetic factors determining the diameter of aortic,
femoral, and popliteal arteries, along with body size and pulmonary capacity. More importantly,
our results reveal two loci with significant linkage with aortic diameter and identify candidate genes
that have previously been associated with AAA, therefore, providing a link between normal variation
of aortic diameter and disease.

4.1. Normal Variation in the Diameter of the Main Arteries is Regulated by Common Genetic Factors and are
Predicted by Age, Sex, Anthropometric Measures, Pulmonary Function Tests, and Creatinine Levels

We calculated heritabilities and the main genetic correlations of the aortic diameter with other
clinical and anthropometric parameters. We observed that variation in the diameter of healthy
abdominal aorta is strongly determined by genetic factors (34%), which is in agreement with a previous
twin study that estimated heritability of abdominal aorta diameter is 40% [28]. Moreover, we show
that diameter in abdominal aorta, femoral and popliteal arteries are highly genetically correlated,
indicating that common genes simultaneously determine the diameter of the main arteries in the
healthy population.

Our study confirms consistent larger aortic diameters in men than in women at all age intervals
except at interval below 20 years old. In line with our results, other studies focusing either in children
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or adults have reported that the diameter of the abdominal (children [29]), and thoracic (adults [30,31])
aorta increases gradually with aging for both genders among all ethnicities and that the diameter of
the abdominal aorta is wider in men than in women, both in healthy individuals or in patients with
AAAC([1,2532,33]). While previous studies focused on limited age intervals, this is the first study o
evaluate such a global age range in the same population.

Interestingly, our results also show an interaction between age and sex, resulting in a higher
grovarth pate in males at the age interval over 60 years old. This could reflect the additional enlargement
atelder ages caused by vascular aging, which can be caused by impaired ability of the arteries to resist
oxidative stress and inflaimmation and result in increased diameter. Whether this increased growth
rate in older men could explain the higher risk of AAA in men deserves further nvestigation.

The importance of body size, which is reflected in the association with anthropometric measures in
our study, has also besn reported before [2,31,34,35]. Moreover, our genetic analyses reveal strong genetic
correlations between some of these variables (especially height) and acrtic diameter, which indicate that
the relationship between these parameters is explained by the existence of common genes regulating
the variability of body size and the diameter of the main arteries.

Interestingly, spirometry lung function tests, including FVC, FEV, and the FEV)/FVC ratio,
appeared amongst the best predictors of aortic diameter in our cohaort, both including and excluding
AMA cases, indicating again that lung capacity might be associated with both healthy and pathological
aortic diameter. Moreover, genetic analysis showed a strong genelic correlation between pulmonary
function tests and aortic diameter, which suggests the presence of common genetic pathways underlying
both phenotypes.

Among the most commaonly reported co-morbidities of AAA is a chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) [36], which is a progressive condition caused by long-term exposure to smoke
gases and particles, in particular tobacco smoke, and characterized by impaired airflow to the
lungs. COFD is mainly evidenced by poor spirometry results [37] and represents a commaon calse
of death worldwide [10]. Despite the strong co-morbidity between COPD and AAA, sugpgested to
be partially caused by a common systemic inflammatory status probably exacerbated by smoking
consumption [38—41], this is to the best of our knowledge, the first time that an association between
measures of the pulmoenary function obtained through spirometry and “healthy”™ acrtic diameter has
been described. Although this association could be partly explained by the established association of
lung function with adult height [42,43], our predictive multivariate model suggests an additional effect
of the pulmonary function beyond height that needs further elucidation.

We also observed that serum creatinine levels appeared amongst the best predictors of the aortic
diarneter in the “healthy” population and also upon the inclusion of AAA cases. Creatinine is a chemical
waste product in the blood that is produced by muscle and filtered in the kidneys. Levels of creatinine
in blood are a reflection of kidney function, and also amount of muscle. Our variance component
analyses suggested that the correlation between creatinine levels and aortic diameter was not caused
by common genes. These results might indicate that creatinine levels could be reflecting the amount of
muscle and body size, which is, as we have seen before, highly correlated with acrtic diameter.

Smoking and hypertension are strong risk factors for AAA [44-46]. The characteristics of our
cohiort do not allow us to infer good predictors of AAA before the follow-up data are analyzed.
However, we can confirm that, despite the widely reported effect on AAA, a predictive model including
age, sex, and anthropomelric measures, but not smoking and hypertension, was able to accurately
predict aortic diameter in all healthy individuals, suggesting that these parameters do not significantly
influence healthy aortic diameter but are relevant determinants of the pathological expansion of the
aneurysm, as extensively described.

In this regard, one still unresolved issue in AAA diagnosis is whether variation within the
normal range of acrtic diameter is associated with AAA risk, or whether the biological mechanisms
underlying variation in the diameter of the aorta of healthy individuals is independent of the biological
mechanisms underlying the development of an aneurysm. Our observations agree with the hypothesis

165



I Clin. M. 2000, 3, 1242 14af 12

that the pathological expansion of AAA is regulated, at least in part, by different mechanisms than
those regulating variation of the aortic diameter within the normal range. However, it is plausible that
baseline aortic diameter could reflect a different susceptibility of some individuals to certain triggers.
Previous studies from us and others suggest that these pathological mechanisms could respond to a
chronic inflammatory process, including cell infiltration and degradation of the extracellular matrix
and vascular structures where smoking or hypertension could exacerbate the process.

4.2 Linkage Analysis Reveals a Linkage Region Associated with Aortic Diameter on Chromasome 7

To the best of our knowledge, this is the first genome-wide linkage analysis on the diameter
of the aorta, which reveals two significant linkage signals, on chromosomes 4 and 7, determining
the variation of aortic diameter in our family cohort. The closest gene within the linkage signal
on chromosome 7 is EGFR. Activation of EGFR is important in the regulation of vascular smooth
muscle cells growth, proliferation, and response to injury [47], and has been previously demonstrated
to mediate the renin-angiotensin I hypertrophic effect on vascular smooth muscle cells, oxidative
stress and interleukin-f induction, and the chemokine induction of pro-matrix metalloptroteinase2,
all leading to AAA [48]. The inhibition of EGFR significantly prevents AAA formation induced by
renin-angiotensin I in mice [49]. This region has been previously associated with smoking behavior [50],
serum IgG glycosylation [51], and circulating cytokines [52] in GWAS.

While we performed fine-mapping to seek associated SNPs under the linkage signal, we could
not find any significant association with the acrtic diameter in our sample, or with AAA In the
UK-Biobank available data. While acknowledging the fact that our sample size may have limited
power to detect association signals, this lack of associations suggests that rare variation could be
driving the linkage signal. As described before, GWAS have limited power for the identification of
rare variation. A suggested approach for finding the additional genetic components is to focus on low
frequency and rare variants [53]. Linkage analyses exploiting family data can have the power to detect
rare variants that segregate in affected families, representing a necessary complementary approach to
existing GWAS |54]. Despite being rare in the population, rare variants might have a strong impact on
disease, and, more importantly, might indicate genes and biological pathways that are relevant bo the
etiology of the disease. Our results, which are in agreement with previous findings in animal work
demonstrating a link between BGFR and AAA, confirm this hypothesis and emphasize the importance
o complement GWAS and linkage studies for better coverage of genetic effects.

The second significant linkage signal was located on chromosome 4, close to BTC gene. Interestingly,
BTC is an endogenous EGFR ligand that has been described to enhance cell migration by binding
to EGFR [55], therefore, suggesting that both linkage signals reflect the importance of the same
biological pathway affecting aortic diameter and AAA risk through EGFR-mediated transduction of
inflammatory signals.

Owverlapping our results with other GWAS in the region, we found that these regions had been
previously associated with spirometry pulmonary function tests and COPD, which could reflect an
effect of EGFR also to mediate cybokine signals within the lung context. Despite previous evidence
linking EGFRE to AA A, further studies are needed to confirm the role of these genes in healthy abdominal
aortic diameter.

In conclusion, we have presented a new study to understand genetic factors regulating the
diameter of the aorta in individuals at high-risk of AAA, and to investigate novel variables that can
predict AAA before the diameter exceeds pathological limits. While this is the first study presenting the
cohort's baseline characteristics and follow-up studies will be essential for the identification of nowvel
AAA risk factors, the present results are important to establish the main regulators of normal variability
in aortic diameter in the "healthy” population and suggest that some genetic AAA risk factors might be
detectable even before aortic diameter has exceaded pathological size. In this regard, our results confirm
age, sex, and body size as main determinants, and identify, for the frst time, pulmonary function and
creatinine levels as novel predictors of healthy aortic diameter variation. Moreover, our family design
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allowed identifying common genetic determinants between aortic diameter, pulmonary function,
and anthropometric measures and confiem the implication of the EGFR pathway, which had been
described before as relevant for AAA, as a potential new regulator of acrtic diameter in healthy
high-risk individuals. Further investigations, including follow-up of the TAGA individuals and other
prospective studies, will be necessary to properly evaluate how baseline characteristics might influence
disease risk and to establish novel biomarkers and risk predictors for AAA

4.3. Strengths and Limitations

Itis important to note that heritability reflects the proportion of total variability in an observed
trait attributable to additive genetic effects in a given population at a particular point in time [54].
These estimates are, therefore, dependent on sample characteristics and should be taken as a measure to
understand to what extend a certain trait is genetically determined, but taking into account estimations
may vary between different samples [57].

We are aware of the power restrictions derived from our limited sample size. However, this is
the initial publication of an ongoing project, where the addition of new families and follow-up of
the existing individuals will represent an invaluable resource not existing today to understand AAA
risk. Moreover, beyond the future advantage of understanding the real incidence of AAA in high-risk
individuals, the genelic design in extended families has some advantages compared to existing studies
on unrelated individuals and allows to detect shared genetic regulatory mechanisms between different
phenotypes and the diameter of the aorta, thus providing a better understanding of the mechanisms
of disease. A family design also provides additional power to detect rare variation, and the present
results have dernonsteated that additional genetic findings can be found to complement results that are
missed in population studies. Finally, an additional advantage of the use of endophenotypes to study
disease is that they can be measured in unaffected individuals and can, therefore, provide insight into
unaffected carriers of putatively causal disease variants. We see this design as a strength of the study.

5. Highlights

1. This study presents a new family study to understand genetic factors regulating the diameter of
the aorta in individuals at high risk of AAA.

2. We identify sex, age, body size, and pulmonary function as predictors of healthy aortic diameter.

3. The study reveals two novel loci linked to aortic diameter, containing EGFR and BTC genes,
which have previously been related to AAA, however not found in GWAS.

4.  The study emphasizes the importance of family studies to complement population-based
GWAS studies.
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Abdominal aorticaneurysm (AAA) is acommon disease with substantial
heritability. In this study, we performed a genome-wide association
meta-analysis from 14 discovery cohorts and uncovered 141 independent
associations, including 97 previously unreported loci. A polygenic risk

score derived from meta-analysis explained AAA risk beyond clinical risk
factors. Genes at AAArisk lociindicate involvement of lipid metabolism,
vascular development and remodeling, extracellular matrix dysregulation
and inflammation as key mechanisms in AAA pathogenesis. These

genes also indicate overlap between the development of AAA and other
monogenic aortopathies, particularly via transforming growth factor 8
signaling. Motivated by the strong evidence for the role of lipid metabolism
in AAA, we used Mendelian randomization to establish the central role

of nonhigh-density lipoprotein cholesterol in AAA and identified the
opportunity for repurposing of proprotein convertase, subtilisin/kexin-type
9 (PCSK9) inhibitors. This was supported by a study demonstrating that
PCSK9loss of function prevented the development of AAA in a preclinical

mouse model.

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a life-threatening condition in
which progressive expansion of the infrarenal aorta may lead to rup-
ture, which is associated with high mortality. Approximately 4% of
the US population over 65 years of age is affected by AAA, resulting in
-41,000 deaths annually™?.

AAAisoftendiscovered incidentally or as aresult of screening pro-
gramsin certain demographic groups. Current US Preventive Services
Task Force guidelines recommend screening via duplex ultrasonog-
raphy in men aged 65-75 years who have ever smoked’, because men
develop AAA at three to four times the rate of women* and smoking is
akey risk factor’. The mainstay of management is longitudinal surveil-
lance until the aneurysm size reaches the point at which the risk of rup-
ture exceeds the risk of repair®. This disease surveillance period, which
may last several years, represents an ideal opportunity to intervene
and prevent disease progression. Unfortunately, there are currently no
approved pharmacological therapies for the prevention and treatment

of AAA. Although multiple pharmacological therapies have been previ-
ously proposed, based on compelling biology and promising evidence
from preclinical model systems, including angiotensin-converting
enzyme inhibitors, angiotensinreceptor blockers, matrix metallopro-
teinase inhibitors and statins, to date, none have been shown to affect
aneurysm growth or rupture in human trials®.

Overthelasttwo decades, large-scale genetic analyses have been
instrumental in revealing new targets and promising therapies for
atherosclerotic conditions’. Previous genome-wide association stud-
ies (GWAS) of AAA have revealed 24 genomicrisk loci for AAA’™”, buta
substantial portion of AAA heritability remains unexplained. Here we
leveraged genetic dataacross 17 studies to (1) perform a genetic discov-
ery analysis for AAA with substantially higher numbers of participants
with AAA than previous studies (fivefold increase); (2) create and test
the predictive power of polygenic risk score (PRS) derived from this
analysis; (3) prioritize causal genes and pathways leading to disease;
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Fig.1| GWAS meta-analysis and PRS of AAA. a, Flowchart of GWAS meta-
analysis. The initial analysis generated 126 genome-wide significant loci but five
were excluded based on sensitivity analysis and QC. b, MAF is plotted against
effect estimates (39,221 AAA cases and 1,086,107 controls) for genome-wide
significantindex variants. The robust increase in sample size compared to
previous studies allowed for the identification of new disease-associated variants
with smaller effect estimates. Two dashed lines represent MAF = 0.01and 0.05. ¢,

Performance of PRS constructed based on the current meta-analysis (AAAgen)
was compared with the oneinref. 13, the largest previously published GWAS

of AAA. We observed improved prediction by AUCin all validation datasets.d,
C-index of Cox models (10-year risk) with 95% Clin UKBB (838 incident AAA cases
and 329,983 controls). The baseline model includes age, age? and sex. The dashed
lineis at the C-index value from the baseline model. All subsequent models with
clinical measurements and PRS incorporate the baseline variables.

(4) explore the spectrum of phenotypic consequences associated with
AAAriskvariants and (5) identify potential therapeutic targets that may
help prevent and treat AAA.

Results

GWAS meta-analysis identifies 97 new risk loci

To identify genetic variants associated with AAA, we performed a
meta-analysis of 17 individual GWAS from 14 discovery cohorts in the
AAAgen Consortium (Fig. 1a, Supplementary Table1and Supplemen-
tary Figs.1and 2). Our analysis comprised 39,221 individuals with AAA
(37,214 of European (EUR) ancestry and 2,007 of African (AFR) ancestry).
After meta-analysis, we obtained single variant association statistics
for 55.8 Mvariants, of which 33.4 M were presentin two or more GWAS
and were used for downstream analyses. We identified 126 index vari-
ants associated with AAA at a genome-wide significance threshold
(P<5x107%; Supplementary Fig. 3and Supplementary Table 2). None of
theindex variants displayed significant evidence for heterogeneity (het-
erogeneity test; P> 0.05/126) of effect estimates among the contribut-
ing GWAS (Supplementary Table 2). We observed consistent effect size
estimation for index variants in a comparison between meta-analysis
with or without summary statistics of AFR ancestry (Supplementary

Fig.4).Because approximately 45% of all cases were contributed by the
VA Million Veteran Program (MVP) EUR analysis, we performed another
meta-analysis without this cohort and tested for nominal significance
(P<0.05) inboth datasets as sensitivity analysis. Among 126 index vari-
ants, threerare variants (minor allele frequency (MAF) < 0.01) failed to
meet this threshold (Supplementary Fig. 5 and Supplementary Table
2). Additionally, for two loci we lacked confidence, as genome-wide
significant rare index variants were not supported by any additional
variantsin these loci. These five loci were not further investigated. We
performed additional sensitivity analysis for the remaining 121lociand
observed consistent effect estimates across cohorts (Supplementary
Fig. 6). We also observed consistent effect estimates (Supplementary
Fig.7 and Supplementary Table 2) and P < 0.05in 80/121lociin external
replication cohorts (total 5,451 cases of EUR ancestry from FinnGen and
PRS validation cohorts) that were not included in the meta-analysis.
0f 121 genome-wide significant loci, 97 were not previously reported
(Fig.1b). Wereplicated all 24 loci that were reported previously as asso-
ciated with AAA” with P< 5 x10°%, The index variants represented a
wide spectrumof allele frequencies, with six being low allele frequency
(MAF = 0.01-0.05) and the rest common (MAF > 0.05). As expected, by
substantially (-5-fold) increasing the number of participants with AAA
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Fig. 2| Enrichmentanalysis. a, Gene-set enrichment analysis by DEPICT.
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b, Pvalues for enrichment of per-SNP heritability calculated by LDSC using
tissue-specific chromatin marks. Different colors were used to classify tissues

from broad categories. The dashed line represents the significance threshold
after correcting for multiple testings. ¢, Pvalues for estimation of the nonzero
regression coefficient for each cell type calculated by RolyPoly using single-cell
RNA of the aorta. The dashed line represents the significance threshold after
correcting for multiple testing. NK, natural killer.

compared to previous reports”, we were able to identify variants with
lower effect estimates (Fig. 1b) that could not be discovered with smaller
samplesizes. Using approximate conditional analysis, we identified 20
additional genome-wide significant variants (Supplementary Table 3)
within the associated regions that were statistically independent of
the 121 index variants. This resulted in 141 statistically independent
associated variants.

PRS explain AAA beyond clinical risk factors

To evaluate the ability of our meta-analysis to explain observed dis-
ease, we generated weights for PRS using Polygenic prediction via
Bayesian regression and continuous shrinkage priors (PRScs)™. For
comparison, we also generated weights from ref. 13 (7,642 cases), the
largest GWAS of AAA before this study. These two sets of weights were
then used to calculate PRS in three external validation cohorts, two
with control groups representative of the general population (UK
Aneurysm Growth Study-UK Biobank (UKAGS-UKB) and Aneurysm
Consortium-Wellcome Trust Case Control Consortium (AC-WTCCC))
and one representative of populations with cardiovascular disease
(Second manifestations of ARTerial disease (SMART)). The AAAgen
PRS (areaunder the curve (AUC); UKAGS-UKB: 0.69, AC-WTCCC: 0.66)
significantly (P < 0.0001) outperformed that of Klarin etal.” PRS (AUC;
UKAGS-UKB: 0.60, AC-WTCCC: 0.58) in the population-based validation

cohorts, explaining anadditional 13-14% of disease-associated variance
inthese cohorts. AAAgen PRS performed less well in the SMART cohort,
inwhichthe controls also had prevalent (nonaneurysmal) cardiovascu-
lar disease, but still outperformed the PRS from Ref. 13 (AUC 0.64 versus
0.59,P<0.0001). Thisalso indicates the utility of PRS in distinguishing
aneurysmal risk from broad cardiovascular risks for clinical applica-
tions (Fig. 1c, Supplementary Fig. 8 and Supplementary Table 4a).

To further evaluate the predictive power of the current PRS on
incident AAA, we conducted analyses in data from the UK Biobank
(UKBB; Fig. 1d and Supplementary Table 4b). To avoid overfitting,
we performed a meta-analysis without UKBB summary statistics and
generated weights for PRS. The predictive power of the model with
PRS (C-index = 0.882 (0.872; 0.892)) exceeded the baseline model
(C-index = 0.850, 95% confidence interval (CI) (0.840; 0.860)), as well
as models with most clinical risk factors, including smoking status
(C-index = 0.872 (0.863; 0.882)), and similar to the model including
all tested clinical factors together (C-index = 0.884 (0.875; 0.894)).
Furthermore, adding both the PRS and all clinical factors into one
model yielded a C-index of 0.904 (0.894; 0.913), which represents
remarkably high concordance between predicted and observed casesin
apopulation-based cohort with notable selection bias toward healthy
individuals, and substantial improvement over baseline demograph-
icsonly (4 = 0.054). This model additionally showed superiority over
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Fig. 3| Gene prioritization. a, Flowchart for the gene-prioritization pipeline.
The primary goal of this pipeline was to identify a single gene for each of the

121 genome-wide significant loci. Evidence of eight indicators was collected in
two stages so that each prioritized gene was supported by at least one indicator
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indicators were combined in three stepsin order of precedence to identify a
single prioritized gene for 1211oci. b, Support of various gene prioritization
indicators for 84 loci where a putative causal gene could be prioritized by
protein-altering variants or by consensus. Rows (gene names) represent
theselociand columns represent eight supporting indicators used for the
prioritization. Black dots at the row/column intersection indicate supportby a
particular indicator for a particular gene.

the model with clinical factors only when comparing the model fit (P
value from the likelihood ratio test for nested models =1.06 x 10™%).
We did not notice any notable optimism bias in the C-indexes when
bootstrapping the statistics.

Biological functions, tissues and cell types

We performed agene-set enrichmentanalysis using reconstituted gene
sets in DEPICT". Of 14,462 reconstituted gene sets, 114 were signifi-
cant at false discovery rate (FDR) < 0.01and P< 107 (Supplementary
Table 5). The representative gene sets indicated diverse biological
functions such as blood vessel development, hemorrhage, abnormal
liver morphology, decreased erythrocyte cell number and increased
inflammatory response (Fig. 2a).

To understand the causal tissues where genes in the GWAS loci
might be functional, we used astratified linkage disequilibrium score
regression (LDSC)'® analysis using histone marks from ENCODE
and Roadmap Epigenomics. This analysis identified enrichment of
per-single nucleotide polymorphism (SNP) heritability in H3K27ac
(P=1.8%x107%), H3K4mel (P=2.6 x10%) and H3K4me3 (P=7.8 x107)
marksinaorta (Fig.2b). This indicates significantinvolvement of aortic
tissue biology downstream of the observed GWAS signals.

Variants identified by GWAS often affect genes that are only
active in a subset of cell types in a tissue. To further investigate the
involvement of particular aortic cell types, single-cell RNA (scRNA;
Supplementary Fig. 9) from aorta” was analyzed using RolyPoly™.
This regression-based polygenic model uses GWAS summary statistics
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and scRNA data to learn a regression coefficient that captures each
cell type’s influence on the variance of GWAS effect estimates. Using
regression coefficients, 4 of 8 cell types were found to be enriched
(P<0.05/8), with endothelial (P=1.1x107"°) and smooth muscle
(P=1.4 x107) cells being most strongly associated with AAA (Fig. 2c).
Theinvolvement of endothelial cells likely highlights the overlap with
atherosclerosis, whereas the smooth muscleinvolvement is consistent
with the medial degeneration typical of AAA pathogenesis.

Gene prioritization identifies putative causal genes

Using our two-stage ensemble approach (Fig. 3, Supplementary Note
and Supplementary Tables 2, 6-14), we were able to prioritize asingle
putative causal gene at the 121 genome-wide significant loci. Most of
the prioritized genes (80 of 84 genes prioritized by protein-altering
variation or consensus, 28 of 37 genes prioritized by distance only)
were expressed in the aorta, particularly in endothelial and smooth
muscle cells, as observed in bulk and scRNA-seq of abdominal aorta
(Supplementary Fig. 10 and Supplementary Note).

Next, these 121 prioritized genes, as well asan additional ten genes
(Supplementary Table 3) that were the gene closest to secondary sig-
nals at GWAS loci, were used to identify enriched Gene Ontology (GO)
terms (Supplementary Table 15) using Enrichr'®. We performed a sensi-
tivity analysis using 84 genes that were prioritized by protein-altering
variation or consensus (Supplementary Table 15). Based on GO molecu-
lar functionannotations, we observed enrichment of genes related to
lipid metabolism (APOE, LDLR, LPL, PCSK9, PLTP, SCARBI), transforming
growth factor beta (TGF-B) signaling (TGFBR3, TGFB2, SMAD3, TGFB3,
TGFBRAPI, LTBP4, GDF7), cytokine activity/receptor binding (/L6R,
VEGFA, INHBA, IL1F10) and growth factor activity/receptor binding
(JAG1, FGF9, BDNF, PDGFRA, FER). The most substantially enriched GO
cellular component term was the collagen-containing extracellular
matrix (Supplementary Note).

Transcriptome-wide association study (TWAS) indicates the
direction of gene expression changes

GWAS often identify noncoding variants that are hypothesized to be
associated with disease via alteration of gene-expression levels of causal
genes. To further explore this possibility, we integrated results from
TWAS (aortic tissue reference panel*’) with transcriptomic analysis of
aortic tissue from mouse models of AAA (Supplementary Table 11). Of
121 prioritized genes, 22 had the support of both TWAS and the mouse
model of AAA. Of 22 genes supported by both, ten genes were differ-
entially expressed in the same direction during mouse AAA develop-
mentand TWAS prediction. Additionally, four genes displayed mixed
direction in the mouse model, that is, direction matched with TWAS
for some experimental conditions. Of these 14 genes that displayed
consistency in direction, 11 (Fig. 4a) were prioritized as likely causal
genes at GWAS loci by our consensus approach without distance asa
tie-breaker (Supplementary Note).

We further validated the 11 genes using qPCR* in 97 individu-
als with AAA and 36 without AAA. Five of these 11 genes (Fig. 4b and
Supplementary Table 16) were differentially expressed (P < 0.05/11).
Whereas all five genes were upregulated in both the TWAS prediction
and in the mouse data, four genes (L/PA, MRC2, PRKD2 and PLTP) were
upregulated while 1 (MFAP2) was downregulated, when comparing
expression inaneurysmal to nonaneurysmal abdominal aortic tissue.
Two of these five genes (LIPA and PLTP) likely act through lipids and
atherosclerosis. Of the remaining gene products, MRC2 functions
via extracellular matrix remodeling in conjunction with urokinase
plasminogen activator and its receptor® (PLAU and PLAUR, both of
whichwere also prioritized by the GWAS); amicrofibrillar glycoprotein
(MFAP2) known to bind to FBN1and FBN2 (ref. 23) and a serine/threo-
nine protein kinase (PRKD2) involved in regulation of cell proliferation
via inhibition of HDAC7 (ref. 24), encoded by a gene also prioritized
by the GWAS.
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Fig. 4| Direction of gene-expression changes. a, Aortic tissue-based TWAS
zscores plotted against genomic coordinates of genes. The dashed line
represents the associated z score for the significance threshold after multiple
testing corrections. A positive or negative zscore indicates the association of,
respectively, higher or lower gene expression with AAA. Triangle/square(s)
represent genes that were also differentially expressed in the mouse model

of AAA. Upward/downward triangles represent genes that were observed

to have highand low expression, respectively, in the mouse model. Squares
represent genes where both directions were observed. Eleven prioritized genes
(Results) are highlighted with text. Two colors represent odd and even number
chromosomes sequentially (chromosomes 1-22). b, Results of qPCR in 11
prioritized genes (nyas = 97; Neonuor = 36). An asterisk indicates five genes

with a significant (Mann-Whitney rank-sum test; two-sided P values < 0.05/11
after adjusting for multiple comparisons) difference in expression level
between cases and controls. The boxplot is the IQR range, defined by the

25th (lower edge) and the 75th (upper edge) percentiles, with the middle bar
representing the median. Whiskers define the 10th and 90th percentiles. IQR,
interquartile range.

Genetic overlap with thoracic aortic aneurysm (TAA)

Although there is human genetic evidence regarding the role of the
TGF-B signaling pathway in TAA®, which is characterized by dilation
oftheaorticrootor the ascending/descending aorta nearest the heart
itself, this GWAS provides human genetic evidence of the involvement
of this pathway in AAA as well and suggests shared biology between
the two diseases. To further investigate the overlap between AAA and
TAA genes, we queried the association of AAAindex variantsinarecent
TAAGWAS (n=1,351)* and observed 24 AAA index variants associated
with TAAat P < 0.05. These variants are generally associated with AAA
with weaker effect estimates compared to TAA (Supplementary Fig. 11).
This observation is consistent in two genome-wide significant common
variantassociations of TAA intronic to the FBNI (coloc; PP4:0.94) and
TCF7L2(coloc; PP4:0.92; Supplementary Fig.11) as well. Although 7 of
24 abovementioned variants (at ECM1, DNM3, TCF7L2, CMIP, RAB34,
GDF7and VCAN) are also associated with lipid traits, the effect estimates
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for lipid traitsare relatively weaker than either type ofaneurysm for
these variants (Supplementary Table 17).

Unlike AAA,~10-20%0fTAAcaseshaveamonogenicorigin®.Sup-
ported byvarying levelsofevidence,the studyinref.28 compiled a list
of53 genesthat maycause monogenic TAAbecause ofsingle patho-
genicvariants.Manyofthese genesrepresentpathways (forexample,
TGF-B signaling) involved in vascular development and/or extracel-
lular matrix organization. Among Renard’s 53 genes, we observed
agenome-wide significant variant for AAAwithin 1Mb of 14 (FBNZ,
ACTA2,SMAD3,SMAD4,SLC2A10,PKD2, TGFB2,HCN4,JAG1,ADAMTS10,
TGFB3,COL4A1,VCANand SMAD6).Ofnote,120fthe 14 geneswere sup-
ported byat least three indicators in the gene prioritization step and
nine (FBN1, SMAD3, SMAD4, TGFB2, JAG1, ADAMTS10, TGFB3, COL4A1
and VCAN) were prioritized as the likely causal genes. Although the
contributionoftheabovementioned pathwaysisevidentinboth AAA
and TAA, stronger effect estimates or monogenic mechanisms likely
indicateastrongercontributionto TAAcompared to AAA.In contrast,
differencesinoverlap with lipid metabolism geneslikelyindicate larger
involvement of lipid levels asarisk factor for AAAcompared to TAA.
Consistent with this, we observed a significant genetic correlation
between lipidsand AAA, but not TAA(Supplementary Fig. 12).

Pleiotropyindicatesshared heritabilityto lipid biology

Weobserved asignificantgeneticcorrelationbetween AAAand common
cardiometabolicrisk factors (SupplementaryFig.13)aswellasothervas-
culardiseases,includingcoronaryarterydisease (SupplementaryFig.14).
To assess the pleiotropyassociated with AAArisk variantsand identify
conditionswith shared geneticrisk,weperformedaphenome-wide asso-
ciationstudy (PheWAS)ofthe 121genome-wide significantindexvariants
againstthe MRC-IEU open GWAS project®. Based on follow-up network
analysis (Methods)using PheWASsummary statistics, we identified seven
distinct modulesofphenotype clusters (Fig.5aand Supplementary

Tables18and 19)representing low-density lipoprotein (LDL)cholesterol,
apolipoprotein B,coronaryheartdisease,anthropometrictraits,apolipo-
protein A/metabolichiomarkers,blood celltraitsand totalcholesterol/
cardiovascular disease medications. Next, we specifically tested the
association of AAAindex variants with established clinicalrisk factors
for AAA®® using the largest available GWASsummarystatistics offour
lipidstraits™ three blood pressure traits*?and two smoking traits®. We
observed 52 variants (42 lipids, 11blood pressure and 2smoking) that
were genome-wide significant (P<5 x 10 ®)in at least one ofthese traits
(Fig.5b and Supplementary Table 17). To elucidate if the same variants
are associated with AAAand the risk factors, pairwise colocalization
between AAAand eachrisk factor traitwasperformed.Atathreshold of
PP4>0.8,weobservedcolocalization 0f26 AAAlociwith lipids (including
PCSK9, PP4 =1for both LDLand totalcholesterol)and 9 lociwith blood
pressure (Supplementary Table 20). This set ofanalysis highlights that
asubstantialproportion of AAAlocilikelyfunctionthroughmodulating
blood lipid levels,which in turn contribute to AAAdevelopment.

Mendelianrandomization (MR)identifiesopportunities for
lipid-modulating therapies

Given the strong contribution oflipid biology to the pathogenesis of
AAAidentified in our gene prioritization and PheWAS analyses, we
nextsoughtto prioritize the role of circulating lipoproteins on AAA
risk. We first performed conventionalinverse-variance weighted MR,
finding associations between each major lipoprotein-related trait
(nonhigh-density lipoprotein cholesterol (non-HDL-C), LDLcholes-
terol (LDL-C), HDL-C, triglycerides, ApoAl,and ApoB)and AAA (Sup-
plementaryFig.15,Supplementary Tables21and 22and Supplementary
Note).Giventhesubstantialoverlap inrisk variantsassociated with each
lipoprotein trait, we next performed an MR-Bayesian modelaveraging
(BMA)analysis®,an analyticaltoolthatapplies Bayesian principlesto pri-
oritize causalrisk factorsamongcorrelated exposures (Supplementary
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a
Model 1: AAA ~ApoB +ApoAl+ TG +HDL-C + LDL-C
Model 2: AAA ~ApoB + ApoAl+ TG + HDL-C + nonHDL-C
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and LDL-C. Allother lipid fractionswere included in both models.b, Aproteome-
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forcirculating plasmaproteinsidentified 23 putative causal protein-AAA
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Table 23).LDL-Cand non-HDL-Cemerged asthe mosthighlyprioritized
causallipoproteins for AAArisk (LDL-C marginalinclusion probabil-
ity=0.97,P=0.0004;non-HDL-Cmarginalinclusion probability =0.99,
P=6x10 " Fig.6aand Supplementary Table 24a). When comparing
models containing LDL-C versus non-HDL-C variants, r*and Bayesian
information criterion valuesdemonstrate bettermodelfitand vari-
anceexplained fornon-HDL-C. Thisfinding suggeststhattheadditional
remnant cholesterolcontained within the non-HDL-C subfraction is
contributing to AAAriskbeyond the LDL-Ccomponent (Supplementary
Table 24b). Thisobservationisconsistentwith priorevidenceinathero-
sclerotic coronaryartery disease®. There wasreduced evidence that
ApoAl-containing particles (ApoAlor HDL-C) also potentially contrib-
uted to AAA(marginalinclusionprobability=0.66/0.85P=0.01/0.004).

We next sought to leverage our genetic datato screen for possible
newtherapeutictargetsfor AAA.Leveraging MRto testthe association of
geneticallypredicted circulating protein levelson genetic liability to AAA,
we identified 23 putatively causal protein~AAAassociation (Fig. 6b,c
and Supplementary Table 25).Notably,we observed that higher geneti-
cally predicted circulating PCSK9 and lipoprotein(a) were associated
with increased AAArisk; thiswassupported by evidence of significant
colocalizationbetween PCSK9 protein quantitative traitloci(pQTL)and
AAAGWAS at the PCSK9 locus (PP =1). In addition, higher genetically
predicted circulating apolipoprotein A5 (APOAS5) was associated with
decreased AAArisk. Hyperlipidemic mice overexpressing Apoa5have
beenshowntohavemarkedlydecreased circulatingremnantlipoprotein
particles®®* and individuals with rare protein-altering variants in APOA5
wereobserved to haveincreased levelsofremnantcholesterol’®, provid-
ing further evidence of the effects of remnant cholesterolon AAArisk.
These findings further supportthe role of lipid biology in AAApatho-
genesisand theconceptoflipid manipulationtopreventand treat AAA.

PCSK9 inhibition and AAAriskinamouse model

PCSK9inhibition presentsan attractive therapeutic for AAAgiventhe
potencyofitsLDL-Creductionand favorable side-effect profile®’. Using
aporcinepancreaticelastase (PPE)infusionmodelof AAAin C57BL/6J

AAA diameter measurement
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Fig.7|Lossof Pcsk9 inhibitsgrowth ofexperimental AAAin mouse models.
PPEsurgerywas performed onday0 and maximalaortic diameter was monitored
byB-mode ultrasound. Knockout of Pcsk9 resulted in blunted AAAgrowth
starting atexperimentalday 7 (PPEctrlgroup n =6;Pcsk9” group n =6).
Graphsshowaorticaneurysm diameter percentage increase versus baseline
(means+s.e.m.). Two-sided Pvalues from the Mann-Whitney test werereported.

mice (Fig.7),we investigated whether Pcsk9 nullmice demonstrated
attenuated aneurysm growth compared to their wild-type counter-
parts. Ten-week-old mice received aortic PPEinfusion aspreviously
described“. We observed asignificant decrease in expansion ofthe
abdominalaorticdiameter (AAD) from day 10 untilday 28 for Pcsk9
nullmice compared with wild-type mice with brightness modulation
(B-mode)ultrasound imaging performed 7,14,21and 28 d after PPE
infusion (Fig. 7; Mann—-Whitneytest,P<0.050nday 7;P<0.01on day
28 for Pcsk9 7" versus wild type). As with previous studies**®, Pcsk9 ™/~
mice had lower plasmacholesterol,LDLand HDL levelscompared to
wild-type C57BL/6Jmice (Supplementary Table 26). These experiments
in Pcsk9 nullmice provide orthogonalsupportto ourhuman genetics
findings highlighting the role of PCSK9 in AAAdevelopment.

Nature Genetics | Volume 55 | November 2023 | 1831-1842

179



Article

https://doi.org/10.1038/s41588-023-01510-y

Lipid metabolism
ADHI1C, APOE, CELSR2, CETP,
EPHX2, LDLR, LIPA, LPL, PCSK9,
PLTP, SCARBI, TRIB1

Extracellular matrix
dysregulation
ADAMTS10, ADAMTSS, ANTXR1,
CHRNA5, COL21A1, COL4AT1,
CRISPLD2, FBN1, FER, LOXLI1,
LRP1, MFAP2, MMP12, MRC2,
NOX4, SPP1, TUBD1, VCAN

"Abdominal aortic aneurysm

Unknown
ABCA6, AC058822.1, AEBP2,
AL359922.1/(9p21), ARIH1, C50rf67, CCDC157,
CTAGE1, DGKZ, DNM3, EIF2B2, FBXL22,
FBX032, H6PD, IFIH1, JMJD1C, KCTD14, KCTDS,
LDB2, LHFPL2, MCFD2, MON2, MUSK, NICNT,
NUCB2, ODF3, PLEKHJ1, PREX1, PSMGT,
RAB34, RDX, SH3RF3, SLC22A2, SMYD2, SUGCT,
TDRD15, TUBE1, TXNRD2, ZBTB38, ZBTB46,

Vascular development and
remodeling
BDNF, CDK6, CDKN1A, CFDP1,
CITED2, DAAM1, ECM1, ERG,
FGF9, FST, GDF7, HHIPL1, HLX,
IGF2R, INHBA, IRS1, JAGT,
LRRC34, LTBP4, MAP3K20,
MCTP2, PDGFRA, PINX1, PLAU,
PLAUR, PLCE1, PRDM6, PRKD2,
RBBP8, RORA, SMAD3, SMAD4,
STN1, TCF7L2, TERT, TGFB2,
TGFB3, TGFBR3, TGFBRAP1,
THBS2, TTC28, VEGFA, WWP2,
YAP1, ZFHX3

Inflammation
ADAM10, CDKN1A, CMIP,
DAB2IP, HDAC?7, ILTF10, IL6R,
NFKBT, SLCO4C1, SPSBI,
TSPAN14

ZNF365, ZNF827, ZPR1

Fig. 8| Biological mechanisms underlying geneticloci associated with
AAA. The AAA GWAS loci for which we have identified a candidate causal gene
are depicted along with the plausible relationship to its underlying biological
mechanism. Loci names are based on the candidate causal gene identified
inour analysis. However, the biological pathway(s) remain unclear for many

associated lociand, as such, the resultant annotation may prove incorrectin
some cases. Gene names are colored according to the gene prioritization scheme
used to obtain the candidate (red, protein-altering variants; blue, consensus of
indicators and green, nearest gene).

Discussion

We leveraged clinical and genetic data from 14 cohorts to identify
and investigate the genetic determinants of AAA in 39,221 individu-
als with AAA and 1,086,107 controls. We identified 141 independent
AAA-associated variants in 121loci. We confirmed 24 previously iden-
tified AAA genetic risk loci and uncovered 97 new loci. The increased
power in the meta-analysis, compared to the previously published
studies, was also evidentin theimproved performance of PRS derived
from the new summary statistics. These data enabled us to prioritize
putative causal genes and pathways for AAA through a combination of
functional annotation and gene-expression analyses in patients with
AAA and mouse AAA models. We examined the spectrum of phenotypic
consequences for AAA risk variants, revealing possible mechanisms
through which these variants may lead to disease. Finally, through
acombination of colocalization experiments, as well as analysis in
human plasmaand Pcsk9”~ mouse AAA models, we prioritized possible
therapeutic targets for the treatment and prevention of AAA.

These findings permit several conclusions. First, this research
identifies important programs of the human AAA pathobiology. Our
findings highlight not only lipid metabolism but also vascular develop-
mentand remodeling, extracellular matrix dysregulation and inflam-
mation as key mechanismsin the pathogenesis of AAA (Fig. 8). Although
the dysregulation of these pathways in this disease has been amply
demonstrated in published studies of mouse models and in diseased
humantissues, their identification in the context of population-scale
GWAS suggests a likely role in upstream causation. The putative causal
genesidentified in this research are in some cases unique to AAA, and
in others, already known or suspected to have arole in other cardio-
vascular diseases. Drug development pipelines and clinical trials are
long, expensive and complex, so new putative interventions need to

be carefully chosen. Our findings suggest that treatments that are
beneficial for traits that we have now proven to be related to AAA geneti-
cally (forexample, atherosclerotic vascular disease and inflammatory
conditions) should also be tested for their effect on AAA.

Second, the genetic results highlight the critical role of lipids
and lipid metabolism in AAA pathogenesis. Previous work has dem-
onstrated the likely causal relationship between lipids and AAA®**,
and current therapeutic strategies largely focus on LDL-C lowering
for broad atherosclerotic risk factor modification in patients with
AAA-rather than specifically for disease prevention or treatment**®in
individuals or families at future risk of AAA. Here we expand upon these
findings by observing that 42 of the 121 AAA risk loci are also associated
withlipids, supporting the notion of AAA as an end-organ manifestation
of atherosclerosis and that lipid-modulating therapies may have arole
in the management of AAA. We additionally prioritize lipid subfrac-
tions beyond LDL-C, namely remnant cholesterol, as likely causally
related to AAA. Molecules targeting the lipoprotein lipase pathway
viaAPOC3 (ref. 47) are emerging therapies for cardiovascular disease
but remain unstudied in patients with aneurysm. More broadly, our
findings suggest that AAA shares important pathobiology with other
forms of atherosclerotic vascular diseases and should be considered
on this disease spectrum.

Finally, our results lend human genetic support to PCSK9 inhibi-
tionasapotential therapeuticstrategy for AAA. Although currentdata
onthe effects of statins on aortic expansion are conflicted******, human
genetic evidence has overwhelmingly suggested that LDL-C reduction
islikely to reduce AAA risk. PCSK9 inhibitors have been shown to dra-
matically reduce LDL-C [39] to levels well below those seen with other
lipid lowering therapies.* In addition, our Pcsk9 null mouse model
demonstrated reduced AAA growth following elastase infusion in the
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absence of a hyperlipidemic background, although small statistical
differencesinlipid fractions were observed between mice strata. Taken
together, these data suggest that the relationship between circulating
PCSK9 protein and AAA warrants further investigation.

Our study should be interpreted within the context of its limi-
tations. While this stands as the largest genetic analysis to date for
AAA, the demographics of the cases in our study were overwhelm-
ingly male and EUR ancestry, thus our ability to detect sex-specific
or ancestry-specific genetic associations was limited. Second, our
AAA phenotype for many of the cohorts is based on electronic health
record data that may have resulted in some misclassification of case
status. Such misclassification should, however, reduce statistical power
for discovery and, on average, bias results toward the null. Third, for
asmall number of loci our strategy of gene prioritization identified
genes that are not well supported by literature. For example, CELSR2
or PLTPinstead of SORT1 or MMP9, respectively. We acknowledge that
our gene prioritization schemeis imperfect, as are all current methods
for gene prioritization. Fourth, MR methods examining the effects of
PCSK9inhibition on AAA reflect lifelong exposures to reduced LDL-C
levels and may not represent the more acute lipid changes associated
with drug administration laterinlife. Finally, although our analysis sug-
geststhat LDL-Creduction through PCSK9inhibition s likely to reduce
AAA risk, it is unclear whether this treatment is likely to mitigate the
progression of the disease once diagnosed. Although the results from
our mouse model suggest this to be the case, further investigationinto
the effects of PCSK9inhibition on AAA growth and rupture is warranted.

In summary, we identified 141 independent variants associated
with AAArisk, prioritized candidate functional genes at these loci that
implicated biological pathways, developed an improved and effec-
tive PRS, explored the phenotypic consequences of AAA risk variants
through PheWAS, identified candidate causal AAA genes and multiple
lipid pathways and genes that may be targeted for AAA risk reduction,
including PCSK9. These results are demonstrative of how large-scale
analyses of human genetic variation coupled with clinical data can be
leveraged and used for the treatment of understudied diseases.

Online content
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Methods

Discovery cohorts

We performed a meta-analysis of 17 individual GWAS from 14 discovery
cohorts in the AAAgen Consortium (Supplementary Table 1). These
14 discovery cohorts are as follows: (1) Atherosclerosis Risk in Com-
munities (ARIC); (2) Copenhagen Hospital Biobank—Cardiovascular
Disease Cohort and Danish Blood Donor Study (CHB-CVDC+DBDS);
(3) Cardiovascular Health Improvement Project and Michigan Genom-
ics Initiative (CHIP + MGI); (4) deCODE; (5) DiscovEHR; (6) Electronic
Medical Records and Genomics (eMERGE); (7) Trgndelag Health study
(HUNT), (8) Mayo Vascular Disease Biorepository (Mayo VDB); (9)
MVP; (10) NZ AAA Genetics Study; (11) Penn Medicine biobank (PMBB);
(12) Triple A Barcelona Study (TABS); (13) UKAGS and Viborg Vascu-
lar (UKAGS+VIVA); (14) UKBB (Supplementary Fig. 16). All research
participants provided informed consent and local IRB approval was
obtained. See Supplementary Note for a description of discovery
cohorts, recruitment, case-control selection, genotyping, imputation
and GWAS methods. A centrallevel quality control (QC) was performed
onsummary statistics from discovery cohorts. QQ plots (Supplemen-
tary Fig.1) and genomic control (GC) lambda were calculated for each
cohort (Supplementary Table1). Cohorts that reported variantsin hg38
version were liftover to hgl9 version. Cohorts that reported odds ratios
(ORs)were converted to f3/effect estimates using log(OR). We checked
the consistency of effect estimates in nine index variants that were
reported in a study discussed in ref. 12. Although we observed some
heterogeneity, the effect estimates were generally consistent among
well-powered studies (Supplementary Fig. 2). Variants with minor
allele countof 3and imputation r* < 0.3 were excluded fromindividual
summary statistics.

Meta-analysis and sensitivity analyses

Meta-analysis of 17 discovery cohort summary statistics was performed
by METAL* ins.e. mode with GC correction. After meta-analysis, vari-
ants that were present in only one cohort were excluded from down-
stream analysis. For sensitivity analyses, meta-analysis summary
statistics were generated in the same approach, leaving one cohort out.

Definition of loci

Independent loci were defined as variants >1 Mb and >0.25 cM apart
with atleast one genetic variant associated with AAA at agenome-wide
significance threshold of P < 5 x 10°%. Index variants are the variants with
thelowest association Pvalueineverylocus. Index variants were tested
forindependence using GCTA COJO®' (cojo-joint) as described below.

External replication cohorts

We used three external cohorts for the replication of 121loci identified
in the meta-analysis. We obtained publicly available AAA summary
statistics (2,434 cases and 288,638 controls) from Finngen (https://
r7.finngen.fi/pheno/I9_ ABAORTANEUR). Additionally, we used two PRS
validation sets (Supplementary Note) for this purpose. In loci where
index variants were not present in external cohorts, we used variants
that are in linkage disequilibrium (LD; >0.8) with index variants. For
103 loci, we could find index/LD variant in >1 cohort. We performed a
meta-analysis for these variants using METAL* ins.e. mode. For 18 loci,
we reported association statistics from Finngen only.

Conditional analysis

To perform conditional analysis, we first defined the locias +1 Mb from
eachofthe121index SNPs. GCTA COJO* and specifically the cojo-cond
function was performed iteratively using a reference panel created
fromindividualsin PMBB that represented the demographics of AAA-
gen (17:1EUR to AFR ancestry). Iterations were performed at each locus
until aminimum number of independently, genome-wide significant
SNPs were identified. The maximum number of iterations performed
was 4 at the rs10455872 locus. Next, we performed a joint analysis of

variants using cojo-joint with the same reference panel and excluded
variants that were not genome-wide significant in the joint analysis.

Effect estimates for PRS
APRSrepresentsanindividual'srisk of agiven disease conferred by the
sum of the effects of many common DNA sequence variants. A weight
is assigned to each genetic variant based onits strength of association
with disease risk. Individuals are then additively scored in a weighted
fashionbased on the number of risk alleles they carry for each variantin
the PRS. To calculate PRS, we used PRScs' that calculates posterior SNP
effect estimates or weights from original GWAS effect estimates using a
Bayesian approach. We used default parameters of PRScs, allowing the
method to generate the global shrinkage parameter phithrough aBayes-
ian approach. PRScs use information from an external LD reference
panel for this calculation. PRScs calculated posterior SNP effect sizes
using a precomputed LD reference panel from EUR ancestry (Idblk_1kg_
eur.tar.gz). These effect estimates were used to calculate AAA PRS of
individuals in validation cohorts using PLINK2 --score command™.
Validation cohorts for PRS are described in the Supplementary Note.

Cox proportional hazards model

We performed another meta-analysis without UKBB by METAL®, fol-
lowed by the calculation of PRS weights by PRScs", as described above.
The UKBB hospital registry data and cause of death data up to March
2020 were used to test the predictive performance of the AAAgen PRS
using Cox proportional hazards models. The PRS was adjusted with
four first PCs and inverse normalized for the analysis. The analysis only
included the white British subset due to the low number of AAA cases
in the other ancestries. All variables used in the different models are
listed in the Supplementary Table 4b. The baseline of the model was
settotheindividuals’ clinical assessment date. The first occurrence of
International Classification of Diseases (ICD)9 codes 441.3 and 441.4
or ICD10 codes 171.3 and 171.4 were recorded together with the date
of diagnosis for all AAA cases. Ten-year survival was modeled with
follow-up time as the time scale. Prevalent cases (n = 213) were excluded
fromthe analyses and individuals who deceased during the follow-up
for other causes than AAA were censored. The final analysis included
838 incident AAA cases and 329,983 noncases with median follow-up
time of 5.04 and 10.0, respectively. All Cox models were fitted using
the R function coxph(). We further tested the models for optimism,
and optimism-corrected C-indexes were calculated using R package
rms function validate() with method='boot’ and 100 repetitions. The
model fit of the nested Cox models was compared using likelihood
ratio testimplemented in R with function anova().

Gene-setenrichment

We performed gene-set enrichment analysis using DEPICT". DEPICT
uses reconstituted gene sets, consisting of 14,462 gene sets obtained
from multiple sources and reconstituted using 77,840 publicly available
microarray expression datasets. In the reconstituted gene sets, every
geneinthe humangenomeisassigned azscore for membershipinthe
set. Using genes from GWAS loci, DEPICT calculates an enrichment P
value for reconstituted gene sets. We used AAA summary statistics
and clumpingwithathreshold of 5 x 10 ® asinput to DEPICT. From the
output, gene sets with FDR < 0.01 and P value <107 are listed in Sup-
plementary Table 5. We identified 17 representative gene sets from
this list. Similarity among gene sets (100 genes per gene set) was cal-
culated using the Jaccard index. The similarity matrix was then used
toidentify the ‘exemplar’ gene sets by affinity propagation algorithm,
implemented in R*. These ‘exemplar’ gene sets are highlighted in
Fig.2a as therepresentative gene sets.

Tissue enrichment
Calculation of enrichment in specific tissue types was done by stratified
LDSC', a method for partitioning heritability. Using GWAS summary
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statistics and tissue-specific chromatin marks, this method calcu-
lates the enrichment of per-SNP heritability. First, hapmap3 variants
with MAF > 0.01 were obtained from the AAA summary statistics
using munge_sumstats.py. Then, the analysis was performed using
the--h2-cts option in LDSC. We reported P values of enrichment of
per-SNP heritability in various chromatin marks from ENCODE and
Roadmap Epigenome.

Celltype enrichment

Processing of scRNA sequencing datafrom the aortais described inref.
17.Calculation of enrichment in specific cell types using scRNA-seq data
was performed using RolyPoly'®. RolyPoly uses aregression-based poly-
genicmodelto prioritize relevant cell types from GWAS summary statis-
ticsand scRNA-seq data. Average expression per cell type was obtained
by using Seurat™ AverageExpression() function. This generates a matrix
with genes as rows and cell types as columns. Columns were normal-
ized using normalize.quantiles(), and rows were normalized using
scale() function in R. Because RolyPoly does not work with negative
values, we used the absolute values for each entry. To link gene expres-
sion with GWAS variants, we used block annotation of 25 kb around
the gene’s start. For LD statistics, we used 1000 Genomes Phase 3
data precomputed by RolyPoly. We ran the function rolypoly_roll()
with 200 bootstrap iterations. P values from the bootstrap analyses
were reported.

Identification of protein-altering variants

First, we identified variants that are in LD (>0.8) with index variants
using 42,119 unrelated EUR individuals from CHIP + MGI. Variant effect
predictor (VEP)* was used to predict the molecular consequences of
these variants. Genes with at least one variant (index or in LD > 0.8)
altering amino acid (missense variant) from VEP output were reported.
We observed 21loci with such genes (Supplementary Table 2). We did
not observe any gene with stop-gained or frameshift variants.

Genes causing related monogenic phenotypes

Alist of 53 genes curated in ref. 28 that potentially causes monogenic
form of heritable TAA and dissection was incorporated. For arange of
related/risk factor phenotypes and disorders (Supplementary Tables
9 and 10), we obtained ClinVar database* entries with pathogenic or
likely pathogenic variants on 23 June 2021. From these entries, genes
(either startorend) thatare within1 Mb of index variant were incorpo-
rated. We found 48 loci with at least one gene from these two datasets.

Polygenic priority score (PoPS) for gene prioritization

We used PoPS”, a similarity-based gene prioritization method that
usesalarge set of publicly available RNA sequencing, curated pathway
annotationand predicted protein-protein interaction datasets. PoPS
was developed with the assumption that causal genes share similar
functional characteristics. First, POPS calculates gene level association
statistics from GWAS variant level association statistics and MAGMA
geneannotations. Second, features are selected based on precomputed
statistics from public resources. Finally, POPS computes ascore foreach
gene. Based on these scores, for each genome-wide significant locus,
weranked the genes within1Mb (either direction) of theindex variant
and reported the gene with the highest score as the gene prioritized
by PoPS. Of121loci, 111 loci had at least one gene with ascore in the top
10% of PoPS (Supplementary Table 8).

Expression quantitative trait loci (eQTL) colocalization

We performed colocalization analyses using the R package coloc™.
Coloc performs an approximate Bayes factor analysis with association
statistics. The function coloc.abf() was used to calculate the posterior
probabilities for the following: (HO) no association with either trait;
(H1/H2) association with one of the two tested traits; (H3) association
for both traits but different causal variants and (H4) association for

both traits with the same causal variant. A high posterior probability
for H4 (PP4) indicates colocalization of the two trait associations. Colo-
calization was performed witheQTLs in aorta, liver, whole blood, adi-
pose subcutaneous and visceral omentum from The Genotype-Tissue
Expression (GTEx) project v8 (ref. 20). Variants within 500 kbin either
direction of GWAS index variants were extracted for the analyses. A
threshold of PP4 > 0.5 was used as evidence of colocalization for iden-
tifying candidate genes at stage 1 of gene prioritization. This analysis
identified 82 loci with at least one gene (Supplementary Table 7). In
Supplementary Table 7, we also listed genes with stronger colocaliza-
tionevidence (PP4 > 0.8).

TWAS

We used the paradigm of TWAS which performs gene-based association
tests. These methods are used to test the association between gene
expression predicted by cis-eQTLs and phenotype. The MetaXcan
package’” was used to run TWAS with AAA summary statistics. Briefly,
we used GWAS tools from the MetaXcan package for summary statistics
harmonization and imputation. The imputation step imputes missing
GWAS variants using present GWAS variants and the GTEx genotypes.
Next, we ran SPrediXcan with the imputed variants and the MASHR
expression model (eQTL) of the aorta, liver, whole blood, adipose
subcutaneous and visceralomentum from GTEx v8 (ref. 20). For each
tissue, significance threshold was decided with correction for multiple
testing (0.05/number of genes). This analysis identified 75 loci with at
least one gene by TWAS (Supplementary Tables 6 and 7).

Details of gene prioritization indicators at stage 2
Intotal, we obtained 523 candidate genes from121loci using five indica-
tors at stage 1. At stage 2, these 523 genes were queried in three other
datasets to obtain evidence of additional indicators. (1) We used a
trio of datasets®*®' (unpublished data: GSE197748) examining gene
transcriptional profiling in two mouse models of AAA (Angllinfusion
in ApoE "~ mice and aortic PPE infusion in C57BL/6) mice), specifically
those comparing sham/control aortic gene expression versus expres-
sionin AAA aortic tissuein experiments featuring 10-week-old male and
female mice. Of the 523 candidate genes, 214 demonstrated differential
expression in the mouse AAA gene set (Supplementary Table 11). (2)
Expression in human abdominal aortic tissue (AAA versus control)
from ref. 62 where 79 genes with g < 0.05 were included as supported
by this indicator (Supplementary Table 12). (3) Related phenotypes
observed in mouse knock-outs for candidate genes. We queried data
from the Mouse Genome Informatics database and International Mouse
Phenotyping Consortium to identify genes for which knockout mice
had been reported to have aortic phenotypes consistent with AAA.
This generated additional support for five genes in this approach
(Supplementary Table13).

Gene expression by qPCR

The study was approved by the Ethical Committee of Investigacion
Clinica del Hospital Santa Creu i Sant Pau. Written informed consent
was obtained from all patients. The study conformed to the principles
outlined inthe Declaration of Helsinki. All patients underwent surgery
atHospital delaSanta CreuiSant Pau. Samples were obtained from the
remaining mid-infrarenal aortic wall after exclusion and prosthetic
replacement of AAA. Normal aortas were obtained from healthy aorta
from multiorgan donors, and samples were also taken from the midpor-
tion of the infrarenalabdominal aorta during organ collection. When a
luminal thrombus was present, it was separated before the aorta biopsy
was taken and aortic tissue was washed twice with cold PBS. A portion
of eachsample was placed inan RNAlater solution (Qiagen GmbH) and
stored at4 °Cfor 24 hbefore long-term storage at —=80 °C until further
processing forRNAisolation. Furtherinformation canbe foundinref.21.
Tissues were homogenized in the FastPrep-24 homogenizer and Lys-
ing Matrix D tubes (MP Biomedicals). RNA was extracted using Trizol
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(Invitrogen) following the manufacturer’s instructions. cDNA was
prepared by reverse transcribing 1 pg RNA with a High-Capacity cDNA
ArchiveKitwith random hexamers (Applied Biosystems). mRNA expres-
sion ofthe selected genes was studied by real-time PCRinan ABI Prism
7900HT using predesigned validated assays (TagMan Gene Expression
Assays; Applied Biosystems) and universal thermal cycling parameters.
Relative expression was expressed as transcript/B-actin ratios.

Genetic correlation

Genetic correlations between AAA and other traits were calculated
using cross-trait LDSC®. This method relies on GWAS summary sta-
tistics to estimate the genetic correlation between pairs of traits. The
GWAS summary statistics were filtered to identify genetic variants
included in the HapMap?3 reference panel. Cross-trait LDSC was then
performed using Idsc v.1.0.1using the default EUR ancestry LD panel.

PheWAS analysis

We performed a logistic-regression-based PheWAS of 121 independ-
entvariants against the entirety of the MRC-IEU open GWAS project”.
The full summary statistics were then filtered to exclude the following
phenotypes: methylation quantitative trait locus (mQTLs), pQTLs,
eQTLs, sex-specific GWAS and non-EUR and nonmixed ancestry GWAS.
Furthermore, the full summary statistics were filtered to GWAS stud-
ies that contained 50 or more cases. When the trait was measured at
multiple locations (that is, right and left arm), only results from one
side were queried. For replicate phenotypes, the largest study of that
phenotype was chosen. PheWAS results for each independent variant
were considered significant if they passed a Bonferroni-corrected
threshold for 161,535 (121 variants and 1,335 phenotypes) tests con-
ducted. After calculating the node and edge maps using NETMAGE®,
only connections that represent a weight of >3 SNPs were used to make
thegraph moreinterpretable. Raw network statistics were calculated in
Gephi®including modularity or cluster ID using details in ref. 66. This
method works to create modules that minimize the number of edges
thatenter and leave the module. The granularity of the definition of the
modules or resolution can be adjusted, with lower resolution generat-
ingahigher number of modules. Our optimization efforts led us to set
theresolution parameter as 0.561 generating seven distinct modules.
Colocalizationanalysis with the largest available GWAS of lipid*, blood
pressure*and smoking™® traits was performed by coloc®®, as described
inthe eQTL colocalization section.

Mendelian Randomization (MR)

Genetic associations between lipoprotein fractions (exposure) and
AAA outcome were tested initially using inverse-variance weighted
MR for a single lipid exposure and then using the MR-BMA method-
ology for multivariable models*. MR-BMA is an extension of multi-
variable MR using a Bayesian variable selection method in an effort to
identify likely causal risk factors among correlated exposures. In the
primary analysis, theinstrumental variables consisted of independent
genetic variants (r* < 0.001 based on 1000 Genomes®” EUR ancestry
Reference Panel) associated with any major lipoprotein-related traits
(ApoB, LDL-C, HDL-C, TG, ApoAl and non-HDL-C) at genome-wide
significance in the UKBB based on 361,194 EUR-ancestry participants
as previously described®® (Supplementary Table 23). Given the sub-
stantial correlation between the non-HDL-C and LDL-C lipid fractions
(r*>0.9), the following two separate models were used for analysis:
one containing LDL-C, HDL-C, ApoAl, ApoB and triglycerides (n = 519
independentgenetic variants), and another substituting non-HDL-C for
LDL-C (n=450independent genetic variants; Fig. 6a). The subsequent
MR-BMA analysis was completed using AAA GWAS summary statistics
from the currentstudy. Variable selection was based on marginalinclu-
sion probabilities for which an empirical permutation procedure was
used to derive P values. The Nyholt procedure of effective tests was
used toaccount for the strong correlationamong the lipoproteins, with

amultiple testing—adjusted P value of P= 0.05 set as the significance
threshold®. Further details of statistical analysis are described in the
Supplementary Note.

Proteome-wide MR

To identify possible therapeutic targets for AAA, we performed a
proteome-wide MR analysis using high-confidence cis-acting genomic
instruments for circulating plasma proteins passing pleiotropy and
consistency filters as previously described’. In brief, variants were
selected that were associated with any protein at genome-wide sig-
nificance (P < 5 x 1075). For this analysis, we focused only on cis-pQTLs
previously classified as having the highest relative level of reliability
(‘Tier’ asdefined inref. 70). After excluding the major histocompatibil-
ity complex region, LD clumping toidentify instruments composed of
independent pQTLs was performed using the TwoSampleMR package”
with an r? threshold of <0.001. After restricting to 717 circulating pro-
teins with overlapping proteomic and genomic data (Supplementary
Table 27), we performed a pQTL screen as follows: (1) for exposure-
outcome pairs with two or more available genetic instruments as
proxies for the exposure, inverse-variance weighted MR was per-
formed; (2) when only a single genetic proxy for the exposure was
present, Wald-ratio MR was performed. We set a Benjamini-Hochberg
FDR < 0.05 for statistical significance. For each protein-AAA associa-
tion in cis-pQTL-MR above, we performed colocalization to provide
supporting evidence for causal associations among traits. Colocaliza-
tion was performed using HyPrColoc™.

Pcsk9 '~ miceand AAA progression

All animal protocols were approved by the Administrative Panel on
Laboratory Animal Care at Stanford University (http://labanimals.
stanford.edu/) and the VA Palo Alto Health Care System Institutional
Animal Care and Use Committee and followed the National Institutes
of Health and US Department of Agriculture Guidelines for Care and
Use of Animals in Research. Male mice (wild-type and Pcsk9” mice on
aC57BL/6) background) were purchased from the Jackson Laboratory.

PPE infusion model

The PPE infusion model to induce mouse AAA was performed as previ-
ously described at 10 weeks of age®. The proximal and distal aortawere
temporarily ligated or clamped, followed by an aortotomy above the
iliac bifurcation. A catheter was used to infuse the aorta for 5 min at
120 mmHg with saline containing type I PPE (2.5 U ml™; Sigma-Aldrich),
and the aortotomy was then repaired. Theinduced AAA aortic segment
(between the left renal artery and the bifurcation) was collected at
28-d postsurgery.

Lipid measurements

Plasma cholesterol, LDL and HDL levels were measured at Stanford
Animal Diagnostics Laboratory on the Siemens Dimension EXL200/
LOCl analyzer.

Aortic diameter measurements by ultrasound imaging
Atbaseline and 3,7,14, 21 and 28 d after aneurysm induction, B-mode
ultrasound imaging was performed on the operated mice to assess the
AAD as previously described™.

Mouse AAA model statistical analysis

Data are presented as means + s.e.m. Level of significance was deter-
mined using the Mann-Whitney test. Shapiro-Wilk test was per-
formed to test normality. A Pvalue < 0.05 was considered statistically
significant.

Reporting summary
Further information on research designis availablein the Nature Port-
folio Reporting Summary linked to this article.
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Dataavailability

Meta-analysis summary statistics and PRS weights are available at
https://csg.sph.umich.edu/willer/public/AAAgen2023/.Unpublished
mouse transcriptome data are available at Gene Expression Omnibus
(GSE197748). Due to stipulations of the IRB, AAA bulk RNA-seq data
are only available directly from the authors (isurakka@med.umich.
edu) and will be provided to qualified investigators with appropriate
IRB approval and materials transfer agreement.

Code availability

Software tools used for discovery cohort GWAS are outlined in the
Supplementary Note. Publicly available software tools were used to
perform meta-analysis and downstream analysis. These tools include
METAL 2011-03-25 (http://csg.sph.umich.edu/abecasis/Metal/), PRScs
v1.0.0—April11,2020 (https://github.com/getian107/PRScs), GCTA1.92.1
(https://yanglab.westlake.edu.cn/software/gcta/), DEPICT version 1
rel194 (https://github.com/perslab/depict), LDSCv1.0.0 (https://github.
com/bulik/Idsc), RolyPoly (https://github.com/dcalderon/rolypoly), VEP
(https://useast.ensembl.org/info/docs/tools/vep/), PoPSv0.2 (https://
github.com/FinucaneLab/pops), Coloc v3.2.1 (https://cran.r-project.
org/web/packages/coloc/), MetaXcanv0.7.5 (https://github.com/haky-
imlab/MetaXcan), Gephi (https://github.com/gephi/gephi), MR-BMA
v2021-10-05 (https://github.com/verena-zuber/demo_AMD), TwoSam-
pleMRVO0.5.6 (https://mrcieu.github.io/TwoSampleMR/) and HyPrColoc
v2021-07-23 (https://github.com/jrs95/hyprcoloc).
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