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Zusammenfassung

Hintergrund: Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) betrifft zurzeit in etwa
200 Millionen Menschen weltweit mit hoherer Pridvalenz in den élteren
Bevdlkerungsschichten. Es handelt sich dabei um einen chronischen stenosierenden
Prozess, meist auf atherosklerotischer Grundlage, welcher am hédufigsten die Becken- und
Beinarterien betrifft und eine addquate Sauerstoffversorgung des Gewebes verhindert.
Initiale Symptome sind meist eine Claudicatio intermittens, in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien finden sich auch Ruheschmerzen bis hin zu Gewebsnekrosen.
Anerkannte Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer pAVK sind unter anderem
Nikotinkonsum, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Dyslipiddmien. In einer
Studie von Tong Z et al wurde eine Assoziation zwischen dem Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) rs1617640 in der Promoterregion des Erythropoietin (EPO) Gens
und einer erhohten EPO Expression beobachtet. Ziel dieser Diplomarbeit war es, eine
mogliche Assoziation zwischen Erythropoietin Genvarianten im SNP rs1617640 (Wildtyp-
Allel: Adenin [A], mutiertes Allel: Cytosin[C]) und Markern der Erythropoiese in
Patientinnen mit pAVK aufzuzeigen, sowie einen moglichen Einfluss des SNP rs1617640
auf die Pathogenese der pAVK herauszuarbeiten.

Methoden: Mittels real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und zwei
verschiedenen TagMan Sonden wurden Vollblutproben von 945 Patientlnnen mit
bekannter pAVK auf den jeweiligen Genotyp im SNP rs1617640 hin untersucht. In den
Vollblutproben der Patientlnnen wurden ebenfalls die Werte fiir Erythrozytenzahl,
Hémoglobin und Himatokrit bestimmt. Der Beginn der pAVK Symptomatik wurde durch
den Arzt/die Arztin bei der Erstdiagnose erhoben.

Ergebnisse: Es konnte eine statistisch signifikante Assoziation zwischen Genvarianten im
SNP rs1617640 und Markern der Erythropoiese aufgezeigt werden. Der CC-Genotyp war
mit signifikant hoheren Werten filir Erythrozytenanzahl (p=0,003), Hidmoglobin (p=0,029)
und Héimatokrit (p=0,006) im Vergleich zu den AC- und AA-Genotypen assoziiert. Der
Symptombeginn trat bei Patientlnnen mit dem CC-Genotyp signifikant frither auf als bei
jenen mit dem AA-Genotyp (p=0,042).

Conclusio: Die hier untersuchten Genvarianten im SNP rs1617640 nehmen Einfluss auf
Marker der Erythropoiese wie Erythrozytenanzahl, Himoglobin und Hématokrit. Der CC-

Genotyp ist mit einem fritheren Symptombeginn assoziiert. Dies konnte potentiell durch



den erhohten Hamatokrit oder durch eine aufgrund des erhdhten Hidmoglobingehaltes

verdanderte Physiologie in den Kapillaren erklart werden.



Abstract

Background: Peripheral arterial disease (PAD) currently affects around 200 million people
worldwide, with a higher prevalence in the elderly. It is a chronic stenosing process,
mostly on atherosclerotic basis, which most frequently affects the pelvic and leg arteries
and prevents adequate oxygenation of the tissue. The initial symptoms are usually
intermittent claudication; in advanced stages of the disease, rest pain and tissue necrosis.
Recognized risk factors for the development of PAD include smoking, arterial
hypertension, diabetes mellitus and dyslipidemia. In a study by Tong Z et al, an association
between the single nucleotide polymorphism (SNP) rs1617640 in the promoter region of
the erythropoietin (EPO) gene and an increased EPO expression was observed. The aim of
this study was to show a possible association between erythropoietin gene variants in SNP
rs1617640 (wild-type allele: adenine [A], mutated allele: cytosine [C]) and markers of
erythropoiesis in patients with PAD, including a possible influence of the SNP rs1617640
on the pathogenesis of PAD.

Methods: Using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) and two different TagMan
probes, whole blood samples from 945 patients with known PAD were examined for their
respective genotype in the SNP rs1617640. The values for erythrocyte count, hemoglobin
and hematocrit were also determined in the patients whole blood samples. The onset of the
PAD symptoms was recorded by the doctor at the initial diagnosis.

Results: It was possible to show a statistically significant association between gene
variants in SNP rs1617640 and markers of erythropoiesis. The CC genotype was
associated with significantly higher values for erythrocyte count (p = 0.003), hemoglobin
(p = 0.029) and hematocrit (p = 0.006) compared to the AC and AA genotypes. The onset
of symptoms occurred significantly earlier in patients with the CC genotype than in those
with the AA genotype (p = 0.042).

Conclusion: The gene variants examined in the SNP rs1617640 influence markers of
erythropoiesis such as erythrocyte count, hemoglobin and hematocrit. The CC genotype is
associated with an earlier onset of symptoms. This could potentially be explained by the
increased hematocrit or by a changed physiology in the capillaries due to the increased

hemoglobin content.
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1 Einleitung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) beschreibt einen chornisch
stenosierenden Prozess der Extremititenarterien, welcher zu einer inadiquaten
Sauerstoffversorgung des distal der Stenose liegenden Gewebes fiihrt. [1]

Die wichtigste Funktion von Erythropoietin ist die Anregung der Erythropoiese, in deren
Rahmen Erythropoietin die erythroiden Vorlduferzellen liber deren EPO-Rezeptor (EPO-
R) zur Differenzierung anregt und so fiir eine adidquate Anzahl an zirkulierenden
Erythrozyten sorgt. Dariiber hinaus kommt dem Erythropoietin auch noch eine Rolle in der
Angiogenese zu, welche durch EPO-R auf Endothelzellen vermittelt wird. [25, 72, 74, 89]
In einer Arbeit von Tong Z et al wurde eine Assoziation zwischen dem Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) rs1617640 im EPO-Gen auf Chromosom 7 und einer erhohten
Expression von EPO nachgewiesen. [92]

Aufgrund dieser Assoziation wire es moglich, dass der SNP rs1617640 Einfluss auf
Marker der Erythropoiese wie die Erythrozytenanzahl, den Hadmoglobinwert oder den
Héamatokrit nimmt. Des Weiteren wire es mdglich, dass der SNP rs1617640, sowohl durch
die Anregung der Erythropoiese als auch der Angiogenese einen Effekt auf die
Pathogenese der pAVK hat. Sollte sich eine solche Assoziation zeigen, konnte dies eine
potentielle neue Therapieoption fiir pAVK-PatientInnen darstellen.

Die Nullhypothese HO dieser Arbeit ist, dass es keine Assoziation zwischen dem SNP
rs1617640 und einer Steigerung der Erythropoiese bzw. einem verzogerten Auftreten der
pAVK-Schmerzysmptomatik gibt. Die Alternativhypothese H1 gilt als bestidtigt, wenn sich
eine Assoziation zwischen dem SNP rs1617640 und einer Steigerung der Erythropoiese

bzw. einem verzogerten Auftreten der pAVK-Schmerzysmptomatik nachweisen lésst.
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2 Die periphere arterielle Verschlusskrankheit

2.1 Definition
Bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) handelt es sich um

stenosierende und okklusive Prozesse der Aorta und der Extremitétenarterien. Im engeren
Sinn bezieht sich der Begriff auf die chronische Atherosklerose der Becken- und

Beinarterien. [1]

2.2 Epidemiologie

Die genaue Zahl der Menschen mit pAVK ist schwer abzuschitzen. Einer Hochrechnung
von Fowkes FG et al. aus dem Jahr 2013 zufolge diirften im Jahr 2000 annéhernd 160
Millionen Menschen von einer pAVK betroffen gewesen sein, im Jahr 2010 bereits
ungefdhr 200 Millionen. Die Vermutung liegt nahe, dass die Zahl mittlerweile weiter
gestiegen ist. [9]

Eine 2017 publizierte Studie von Kalbaugh C et al. gibt vermutlich am verldsslichsten
Aufschluss iiber die derzeitige Pravalenz der pAVK. 10.481 PatientInnen aus der ARIC
(Atherosclerosis Risk in Communities) Kohortenstudie mit einem Alter von 65 und
darliber wurden iiber einen Zeitraum von 10 Jahren (2003 — 2012) beobachtet und die
Diagnose einer pAVK wu.a. anhand der zum damaligen Zeitpunkt giiltgen ICD
Klassifikation gestellt. Es ergab sich eine durchschnittliche Privalenz von 12,4%. Uber 75-
Jahrige hatten eine hohere Pravalenz im Vergleich zu den 65- bis 74-Jahrigen (16,8% vs.
8,4%). Afroamerikanische Studienteilnehmerlnnen hatten mit 15,6% eine hdhere
Privalenz als kaukasische Studienteilnehmerlnnen mit 11,4%. AuBlerdem zeigte sich ein
leichter Unterschied zwischen den Geschlechtern, wobei afroamerikanische Frauen mit
16,9% die hochste Pravalenz und kaukasische Frauen mit 10,9% die niedrigste Priavalenz
aufwiesen. [2] Andere Studien zeigten teils dhnliche, teils jedoch deutlich abweichende
Zahlen. Dies konnte durch die unterschiedlichen Kriterien, welche zur Diagnose der pAVK
herangezogen wurden, bedingt sein. [3] [4]

In der Studie von Kalbaugh C et al. konnte beziiglich der Inzidenz gezeigt werden, dass
diese dhnlich der Privalenz deutlich altersabhéngig ist. So schwankte die Inzidenz bei den
iiber 75-Jahrigen in dem beobachteten Zeitraum zwischen 31,6% und 37,2% bezogen auf
1000 Personenjahre, bei den 65- bis 74-Jahrigen hingegen blo zwischen 16,2% und
21,7% bezogen auf 1000 Personenjahre. [2]

12



2.3 Risikofaktoren

Atherosklerose ist in 95% der Fille fiir die Entwicklung einer pAVK verantwortlich. Die
restlichen Fille sind vor allem durch Embolien und GefaBentziindungen verursacht. [8]
Faktoren, welche eine Atherosklerose beglinstigen, sind folglich die wichtigsten
Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer pAVK. Dazu zdhlen u.a. Nikotinabusus, Diabetes
mellitus, Dyslipiddmien, Hypertonie, Hyperhomocysteindmie und erhohte CRP-Spiegel.

[511]

2.3.1 Nikotinabusus

Nikotin wurde in vielen Studien als der markanteste Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
pAVK ausgewiesen. In einer systematischen Ubersichtsarbeit von Willigendael E et al.
2004 wurden die Daten von 4 prospektiven Studien und 13 Querschnittsstudien
ausgewertet, welche sich mit Nikotinabusus als Risikofaktor fiir eine pAVK
auseinandersetzten. [5] [6] [7]

Das gewichtete Mittel aller von Willigendael E et al. beobachteten Studien ergab eine
Odds Ratio (OR) von 2,3 fiir die Entwicklung einer symptomatischen pAVK. In einer der
beobachteten Studien stieg das Risiko signifikant bei einem Beginn des Nikotinkonsums
vor dem 16. Lebensjahr. [6]

Eine systematische Ubersichtsarbeit von Fowkes FG et al. errechnete fiir TeilnehmerInnen
mit laufendem Nikotinkonsum eine OR von 2,09 (95% KI 1,91-2,29), fiir ehemalige
RaucherInnen eine OR von 1,87 (95% KI 1,64-2,18). [9]

In mehreren Studien aus Italien und China konnte nachgewiesen werden, dass die
Pravalenz von Nikotinkonsum bei Patientlnnen mit pAVK zwischen 21,3% und 64,3% lag.
[16, 17,18, 19]

Eine signifikante Dosis-Wirkungs-Beziehung konnte von Willingdael EM et al aufgezeigt
werden. Raucherlnnen ohne eine pAVK hatten 23 pack-years, jene mit einer milden
asymptomatischen pAVK 25 pack-years, jene mit einer schweren asymptomatischen
pAVK 32 pack-years und jene mit einer symptomatischen pAVK 36 pack years. [6]
Interessant und erwihnenswert ist auflerdem, dass unter Nikotinkonsum das relative Risiko
(RR) fiir eine pAVK hoher war als das RR eine koronare Herzkrankheit (KHK) zu
entwickeln. Das RR zur Entwicklung einer pAVK betrug bei miBigem Nikotinknosum 1,9,

bei schwerem Nikotinkonsum 3,9. Bezogen auf eine KHK war das RR jeweils 1,6 und 1,7.

[51[6]
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2.3.2 Diabetes mellitus

Mit dem Riickgang des Nikotinkonsums in der westlichen Welt gewinnt der Diabetes
mellitus als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer pAVK zunehmend an Gewicht. [10]

In einer Studie von Beks PJ et al. wurden PatientInnen nach zweimaliger Durchfiihrung
eines oralen Glukosetoleranztests in drei Gruppen gegliedert, jene mit einer normalen
(normal glucose tolerance; NGT), einer beeintrichtigten (impaired glucose tolerance; IGT)
und einer diabetischen Glukosetoleranz (newly diagnosed diabetes mellitus; NDM).
Zusitzlich gab es eine vierte Gruppe von Patientlnnen, bei denen bereits eine
antidiabetische Therapie bestand (known diabetes mellitus; KDM). Bei allen vier Gruppen
wurde in der Folge der der Knochel-Arm-Index (ABI) ermittelt. Die Pravalenz von pAVK
in diesen Gruppen betrug 18,1% (NGT), 22,4% (IGT), 29,2% (NDM) und 41,8% (KDM)
respektive. [11]

Die systematische Ubersichtsarbeit von Fowkes FG et al. zeigte ebenfalls ein erhdhtes
Risiko fiir die Entwicklung einer pAVK bei bestehendem Diabetes mellitus mit einer OR
von 1,68 (95% KI 1,53-1,84). [9]

Criqui M et al. konnten eine signifikante Erhohung des Niichternblutzuckers bei
Patientlnnen mit einer pAVK im Vergleich zur gesunden Normalbevolkerung nachweisen

(p<0,05). [7]

2.3.3 Dyslipidimien

Dass Dyslipidimien in der Atiologie von pAVK eine Rolle spielen, scheint in der Literatur
unbestritten zu sein. Es gibt allerdings unterschiedliche Meinungen dariiber, welche
spezielle Dyslipiddmie die wichtigste Rolle spielt. In einer Studie von Criqui M et al.
konnte nachgewiesen werden, dass bei Patientlnnen mit pAVK ein signifikant erhdhter
Triglyzeridspiegel im Vergleich zur gesunden Bevoélkerung besteht (p<0,05). Die HDL-
und LDL-Spiegel wiesen keinen signifikanten Unterschied auf. [7] Eine Studie von
Bainton D et al. konnte einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Entwicklung
einer Claudicatio intermittens (CI) und den Gesamtcholesterinspiegeln und
Gesamttriglyzeridspiegeln (p<0,05 und p<0,01), jedoch nicht in Bezug auf einen
erniedrigten HDL-Cholesterinspiegel nachweisen. [12] In der systematischen
Ubersichtsarbeit von Fowkes FG et al. konnten ebenfalls der Gesamtcholesterinspiegel
(OR 1,16; 95% KI 1,08-1,25) und Gesamttriglyzeridspiegel (OR 1,22; 95% KI 1,10-1,35)

als signifikante Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer pAVK identifiziert werden. Es
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wurden auch Daten beziiglich erhohter LDL-Cholesterinspiegel und erniedrigter HDL-
Cholesterinspiegel ausgewertet, jedoch konnte hier kein signifikanter Zusammenhang mit
einer pAVK beobachtet werden (p<0,47 und p<0,09). [9]

Erhohte Gesamtcholesterinwerte waren in der seit 1948 andauernden Framingham Study
mit einem 2-fach erhdhten Risiko fiir das Auftreten einer pAVK assoziiert. [13]

In einer Fall-Kontroll-Studie von Novo S. et al. war die Privalenz fiir
Hypercholesterinimie bei pAVK-Patientlnnen mit 48,2% deutlich hoher als jene in der
Kontrollgruppe mit 21,6%. Gleiches galt auch fiir die Hypertriglyzeriddmie mit 53,7% bei
pAVK-PatientInnen und 26,1% bei der Kontrollgruppe. [16]

2.3.4 Hypertonie

In vielen Studien konnte bereits aufgezeigt werden, dass bis zu 55% der PatientInnen mit
Hypertonie gleichzeitig an einer peripheren Gefdferkrankung leiden. [14, 15] In einer
Studie von Cheng SW et al. wurden 510 chinesische Patientlnnen mit diagnostizierter
pAVK hinsichtlich ihrer Risikofaktoren untersucht. Bei 55% der PatientInnen konnte eine
arterielle Hypertonie festgestellt werden. [18] In der erwdhnten Fall-Kontroll-Studie von
Novo S. et al. konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen Hypertonie und pAVK
aufgezeigt werden. 51,9% der 102 pAVK-PatientInnen hatten eine Hypertonie, bei der
102-kdpfigen Kontrollgruppe waren es 9,8%. [16] In einer Studie von Violi F et al. hatten
35% der 1011 pAVK Patientlnnen zu Studienbeginn eine Hypertonie. [17] In einer Studie
von Binaghi F et al. konnten bei 21,6% der 27 pAVK-Patientlnnen eine Hypertonie
nachgewiesen werden. [19] Follow-up Daten der Framingham Study fanden bei
Patientlnnen mit einer Hypertonie ein 2,5 bis vierfach erhdhtes Risiko fiir ein periphere

GefaBkrankheit. [14]

2.3.5 Homozysteinimie

Erhohte Konzentrationen der Aminosdure Homozystein im Blut konnten ebenfalls ein
Risikofaktor fiir die Entwicklung einer pAVK sein. Die Studienlage diesbeziiglich ist
jedoch um einiges schwicher als bei den bereits erwidhnten Risikofaktoren fiir die
Entwicklung einer pAVK.

Asfar S et al. zeigten in einer Studie, dass 40,7% von 172 beobachteten PatientInnen mit

pAVK eine Hyperhomozysteindmie aufwiesen. Die erhohten Werte von Homozystein

waren signifikant mit minnlichem Geschlecht (OR 2,9; 95% KI 1,18-7,12) und Diabetes
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mellitus (OR 0,35; 95% KI 0,15-0,79) assoziiert, wobei Diabetes mellitus einen
protektiven Effekt zu haben schien. [21] In einer Fall-Kontroll-Studie von Rong D et al.
mit 240 chinesischen pAVK-Patientlnnen und 240 Kontrollen konnte eine signifikante
Assoziation zwischen Hyperhomozysteinimie und dem Risiko einer pAVK aufgezeigt
werden. [22] Eine Kohortenstudie von Ridker PM et al. konnte jedoch keinen signifikanten

Zusammenhang zwischen Homozystein und der Entwicklung einer pAVK feststellen. [23]

2.3.6 C-reaktives Protein (CRP)

Ob CRP tatsédchliche ein étiologischer Faktor in der Entstehung der pAVK ist, wird in der
Literatur noch diskutiert. Es kann jedoch angenommen werden, dass CRP Aufschluss iiber
noch asymptomatische atherosklerotische Prozesse im Korper gibt und somit ein
pradiktiver Faktor fiir eine spiter symptomatisch werdende pAVK sein kann. [24] Mehrere
Studien haben sich mit dieser Fragestellung befasst. Die systematische Ubersichtsarbeit
von Fowkes FG et al. fand eine signifikante Zunahme des Risikos mit einer OR von 1,11
(95% KI 1,04-1,18) pro mg/dL. CRP-Erh6hung. [9] In der Studie von Ridker PM et al.
wurde das RR bei ProbandInnen in der obersten Quartil der CRP-Konzentration verglichen
mit jenen in der Untersten mit 2,8 beziffert (95% KI 1,3-5,9). [23] In einer drei Jahre
frither publizierten prospektiven Studie von Ridker PM. et al. konnten dhnlich Ergebnisse
gezeigt werden. Hier war das RR zwischen oberster und unterster Quartil 2,2 (95% KI 1,1-

4,8). [24]

2.3.7 Andere beteiligte Faktoren

Fowkes FG et al. zeigten, dass stattgehabte kardiovaskuldre Ereignisse mit einer
signifikanten Erhohung der OR von 2,27 fiir die Entwicklung einer pAVK assoziiert waren
(95% KI 1,98-2,59). Auch wurde gezeigt, dass eine signifikante Erhéhung der OR von
1,39 (95% KI 1,34-1,44) pro 10 verstrichenen Lebensjahren besteht, und dass das
geschlechtsabhidngige Risiko mit dem Herkunftsland zusammenhéngt. In Landern mit
hohem Einkommen war die OR 1,43 (95% KI 1,18-1,73) fiir mannliches Geschlecht, in
Landern mit mittlerem und niedrigem Einkommen war minnliches Geschlecht sogar ein
protektiver Faktor (OR 0,50; 95% KI 0,43-0,57). [9]

Ein erniedrigtes Risiko, an pAVK zu erkranken, haben laut einer Studie von Rockman CB
et al. postmenopausale Frauen, die mit einer Hormonersatztherapie (HRT) behandelt

werden. Patientinnen unter HRT hatten mit 3,3% seltener eine pAVK als die restlichen
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Studienteilnehmerinnen mit 4,1%, obwohl Letztere ein deutlich besseres Risikoprofil
hatten (geringere Privalenz flir Nikotinkonsum, Hypertonus und Hypercholesterindmie).
Eine multivariate Analyse unter Beachtung von Alter, Rasse, und fiir pAVK
pradisponierenden Komorbidititen zeigte, dass eine HRT mit einem erniedrigten Risiko

fiir eine pAVK einhergeht (OR 0,8%; 95% KI 0,78-0,82). [20]

2.4 Pathophysiologie

Pathophysiologische Grundlage der paVK sind die fortschreitenden atherosklerotischen
Verdnderungen der Arterien der unteren Extremitit. Die Trigger fiir atherosklerotischen
Verianderungen sind die bereits erwdhnten Risikofaktoren der paVK wie Nikotinabusus,
Diabetes mellitus und eine Dyslipiddmie, welche alle zu einer verstirkten Adhéision von
Monozyten am Gefédllendothel fiihren. [26]

Am Beginn einer athrosklerotischen Lésion steht eine vermehrte Ansammlung von
Lipoproteinen, vor allem LDL, in der Tunica intima der GefiBwand. Dies geschieht
vermehrt bei erhohten LDL-Spiegeln und vor allem an Pridilektionsstellen im
GefaBsystem, namlich dort, wo der Blutfluss durch Gefallverzweigungen oder -biegungen
verlangsamt ist, was den Ubertritt von LDL in die Tunica intima erleichtert. LDL wird in
den Zellen der GefaBwand auf vielfdltige Weise modifiziert. Am signifikantesten scheint
hier die Oxidation durch oxidativen Zellabfall in der Tunica intima zu sein. Infolgedessen
lasst sich ein vermehrtes Anhaften von Zellen des Immunsystems, vor allem Monozyten,
am GefdBendothel beobachten, welche dann in die Intima wandern, dort zu Makrophagen
differenzieren und das vorhandene LDL aufnehmen. In der Folge sterben diese
Makrophagen ab und bilden so mit der Zeit nekrotische Areale in der atherosklerotischen
Lasion. Des Weiteren wandern glatte Muskelzellen aus der Tunica media der GefaBwand
ein und durch deren Produktion von Interzellularsubstanz kommt es zur Entstehung von
fibrosen Plaques. Diese fibrosen Plaques nehmen mit der Zeit an Grof3e zu, wachsen zuerst
jedoch noch in Richtung Tunica adventitia und erst nach Erreichen eines kritischen
Punktes lumenwirts, wodurch sich dann die charakteristischen Symptome der paVK

manifestieren. [27]
2.5 Symptome

Das klassische Symptom, welches mit einer pAVK der unteren Extremitét einhergeht, ist

die Claudicatio intermittens (CI). Bei der CI kommt es belastungsabhingig zu ischimisch
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bedingten krampfartigen Muskelschmerzen jener Muskelgruppen, welche gerade
beansprucht werden und sich distal der Stenose bzw. des Verschlusses befinden. Meist
sind die Patientlnnen vor Belastungsbeginn beschwerdefrei und nach dem Ende der
Belastung verschwinden die Beschwerden wieder innerhalb weniger Minuten. Von da hat
die umgangssprachliche Bezeichnung ,,Schaufensterkrankheit ihren Ursprung, da pAVK-
Patientlnnen ihre belastungsinduzierte Pause beim Gehen als Interesse an
Schaufensterinhalten kaschieren.

Die Lokalisation der Schmerzen gibt hdufig schon einen ersten Anhaltspunkt iiber den
betroffenen Gefalabschnitt. Kommt es im Rahmen der pAVK zu Durchblutungsstérungen
des Musculus triceps surae, so zeigt sich die Symptomatik der CI beim Gehen in der Ebene
durch krampfartige Muskelschmerzen in der Wade. Bei Durchblutungsstérungen des
Musculus quadriceps femoris zeigt sich die CI-Symptomatik vor allem beim
Treppensteigen und Bergaufgehen. Als Ausnahme ist hier das ,,Walking-Through-
Phinomen* zu nennen. Hierbei verspiiren die Patientlnnen zwar belastungsabhingige
Schmerzen, diese lassen jedoch trotz Beibehalten der Belastung wieder nach und
verschwinden in der Folge vollstindig.

Bei weiterem Fortschreiten der pAVK kommt es zu einer chronisch kritischen
Extremititenischédmie (critical limb ischemia, CLI). Hier kann der Erhaltungsstoffwechsel
des Gewebes nicht mehr sichergestellt werden und es kommt zu ischdmischen
Ruheschmerzen und trophischen Stoérungen. Physiologisch entstehen Ruheschmerzen
meist ab einem Perfusionsdruck der A. tibialis posterior oder A. dorsalis pedis von
<50mmHg bzw. einem Zehenperfusionsdruck von <30mmHg. Anfinglich kann der
Ruheschmerz noch durch Aufstehen und die damit einhergehende Erhohung des
Perfusionsdruckes verbessert werden. Die Schmerzen treten hier noch vor allem im Liegen
auf, weshalb die PatientInnen hiufig im Sitzen oder mit aus dem Bett hingenden Beinen
schlafen. Eine chronisch kritische Extremitdtenischdmie kann jedoch auch ohne
Ruheschmerz bestehen. Bei PatientInnen mit einer diabetischen Polyneuropathie kann dies
zum Beispiel der Fall sein.

Kommt es im Rahmen der CLI zu einer trophischen Storung, so beginnt dies meist distal
an den Akren und manifestiert sich durch gangrinds oder ulzerativ veridnderte Areale. [43,

44, 45]
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2.6 Stadieneinteilung
Die zwei geldufgsten Einteilung sind jene nach Fontaine und jene nach Rutherford.
Malfigeblich fiir die Einteilung sind in beiden Fillen die Klinik des PatientInnen beziiglich

ischdmischer Belastungs- bzw. Ruheschmerzen und trophischer Storungen.

Stadieneinteilung der pAVK nach Fontaine:

Stadium I: asymptomatisch

Stadium II: Belastungsschmerzen in der distal der Stenose bzw. des Verschlusses
gelegenen Muskulatur

Stadium Ila: schmerzfreie Gehstrecke >200m

Stadium IIb: schmerzfreie Gehstrecke <200m

Stadium III: Ruheschmerzen

Stadium I'V: trophische Stérungen (Gangrian/Ulkus/Nekrose)

Stadieneinteilung der pAVK nach Rutherford:

Grad 0/Kategorie 0: asymptomatisch

Grad I/Kategorie 1: milde Claudicatio intermittens
Grad I/Kategorie 2: maflige Claudicatio intermittens
Grad I/Kategorie 3: schwere Claudicatio intermittens
Grad II/Kategorie 4: ischdmischer Ruheschmerz
Grad III/Kategorie 5: geringer Gewebsdefekt

Grad I1I/Kategorie 6: groBer Gewebsdefekt

Von einer chronischen Ischdmie spricht man in den Stadien I und II nach Fontaine und den
Kategorien 0 bis 3 nach Rutherford. In den Stadien III und IV nach Fontaine und den
Kategorien 4 bis 6 nach Rutherford spricht man von einer chronischen kritischen

Extremitdtenischdmie, wenn die Symptome fiir mehr als zwei Wochen bestehen. [44]

2.7 Diagnostik

Die Diagnostik der pAVK stiitzt sich sowohl auf klinische als auch apparative nicht-
invasive und invasive Methoden. Allein durch eine zielgerichtete Anamnese und klinische
Untersuchung kann in 95% der Fille die Diagnose einer pAVK ohne jegliche apparative
Diagnostik gestellt werden. [33, 44]
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2.7.1 Anamnese und klinische Untersuchung

In der Anamneseerhebung sollte auf Schmerzausloser, -charakter und -lokalisation
eingegangen werden, mit besonderem Augenmerk auf den Zusammenhang mit der noch
moglichen Gehstrecke, zudem eine Erhebung der kardiovaskuldren Risikofaktoren und
Komorbidititen und eine ausfiihrliche Familien- und Lifestyleanamnese in Bezug auf die

oben genannten Risikofaktoren erfolgen. [33, 42, 44, 45]

Bei der Inspektion der betroffenen Extremitdt/-en muss auf Hautfarbe und -temperatur
sowie moglicherweise gangrindse oder nekrotische Areale geachtet werden.

Die Palpation der Extremitdtenpulse ist erst ab einer Lumeneinengung von >90% nicht
mehr mdglich, wohingegen systolische Stenosegerdusche in der Auskultation bereits bei

Lumeneinengungen von ungefihr 65% auftreten kdnnen. [33, 34]

Des Weiteren kann die Lagerungsprobe nach Ratschow einen Hinweis auf eine mdgliche
pAVK der Beinarterien geben. Hierbei beugt der Patient/die Patientin in Riickenlage die
Beine im 90° Winkel in der Hiifte und fiihrt entweder bis zur Schmerzgrenze oder fiir zwei
Minuten drehende Bewegungen in den Sprunggelenken durch. Danach werden bei dem/der
aufrecht sitzenden Patienten/Patientin und herabhingenden Beinen reaktive Hyperdmie
und Venenfiillung der Fiie beurteilt. Im Regelfall sollte innerhalb von 5 bis 7 Sekunden
eine leichte Rotung der Fiile eintreten, gefolgt von der Venenfiillung nach ungefdhr 20

Sekunden. Beides tritt bei PatientInnen mit einer pAVK erst verspitet ein. [42, 44]

2.7.2 Ankle-brachial-index

Der Ankle-brachial-index (ABI) ist ein wichtiges Verfahren in der Diagnostik der pAVK
und vor allem bei unklarer Anamnese und klinischer Untersuchung von Bedeutung. Es
handelt es sich dabei um das Verhiltnis des systolischen Blutdrucks zwischen oberer und
unterer Extremitét. [28] Zur Messung des ABI gibt es verschiedene, leicht variierende
Methoden. Nach einer Empfehlung der American Heart Assosiaction von 2016 soll der
systolische Blutdruck in der Arteria brachialis, sowie in der Arteria dorsalis pedis und
Arteria tibialis posterior an beiden Fiilen gemessen werden. Der ABI wird fiir beide Beine
separat ermittelt, und zwar als Verhiltnis des hoheren Blutdrucks der oberen Extremititen

im Nenner und dem jeweils hoheren Blutdruck am Kndchel eines jeden Beines im Zihler.
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[28, 29] Der physiologische Bereich liegt zwischen 1 und 1,40. Ein ABI-Wert von <0,9
wird als beweisend fiir eine pAVK angesehen, mit schrittweiser Abstufung des
Schweregrades von leicht bis mittelschwer, hin zu einer schweren pAVK bei einem ABI
<0,5 bzw. <0,4. [29,30]. Bei 10-30% der DiabetikerInnen konnen aufgrund einer
Monckeberg-Mediasklerose falsch hohe ABI Werte von >1,30 gemessen werden. Folglich
darf hier der ABI nicht zur Diagnose einer pAVK herangezogen werden. [30] Bei
PatientInnen, bei denen aufgrund der Anamnese der Verdacht auf eine pAVK besteht, hat
die Messung des ABI eine gute Aussagekraft. In vielen Studien wurde hier eine Spezifitit
zwischen 68% und 84% und eine Sensitivitdt zwischen 84% und 99% nachgewiesen. [29]
Durch eine Kombination des ABI mit gleichzeitiger Messung des Pulsatilitdsindex
(Verhiéltnis der Differenz von maximaler systolischer Dopplerfrequenz und maximaler
enddiastolischer Dopplerfrequenz zur mittleren Maximalfrequenz eines Pulszyklus)
konnten Lewis J et al. die Sensitivitit und Spezifitdit in der pAVK Diagnostik auf
respektive 100% und 76% erhohen. [32]

Der ABI wird auch abseits der pAVK-Diagnostik eingesetzt, da dadurch relevante
prognostische Hinweise auf die Wahrscheinlichkeit zukiinftiger kardiovaskuldrer
Ereignisse und der damit zusammenhadngenden Morbiditit und Mortalitit gefunden werden
konnen. [28, 29].

Bei jungen Patientlnnen hat ein ABI <1,0 nicht unbedingt einen pathologischen Wert,
weshalb die routinemiBge Bestimmung des ABI in dieser Patientengruppe nicht

empfohlen werden kann. [29,31]

2.7.3 Toe-brachial-index (TBI)

Beim TBI wird, dhnlich dem ABI, das Verhéltnis von systolischem Druck in der Grof3zehe
zum systolischen Druck des Oberarms errechnet. Aufgrund des physiologisch um etwa
30mmHg niedrigeren systolischen Druckes in der Groflzehe im Vergleich zum
Knocheldruck werden beim TBI erst Werte ab <0,7 als pathologisch angesehen. In
Patientlnnengruppen, welche zu einer Mediasklerose neigen oder jenen, bei denen sich die
Stenose weiter distal befindet, hat sich der TBI als verldsslicher Indikator fiir das
Vorliegen einer pAVK erwiesen. In einer Studie von Tehan P et al. wurden der TBI und
der ABI hinsichtlich ihrer Sensitividt und Spezifitit untersucht. Die hohere Sensitivitdt fiir
eine pAVK hatte der TBI mit 71% (ABI 45%), hinsichtlich der Spezifitdt schnitt der ABI
mit 93% besser ab als der TBI mit 78%. [30, 38]

21



2.7.4 Sonographie

Bei der Dopplersonographie wird mithilfe des Dopplereffektes die Flussgeschwindigkeit
des Blutes in einem bestimmten Stromgebiet ermittelt und graphisch bzw. durch Toéne
dargestellt. Anhand der Wellenform bzw. der Tone lassen sich physiologische von
pathologischen Stromungsverhiltnissen unterscheiden. In der Regel zeigen sich bei
physiologischen Verhidltnissen mehrphasige Wellen mit einem raschen Anstieg der
Flussgeschwindigkeit in der Systole und einer diastolischen Flussumkehr. Bei
pathologischen Stromungsverhiltnissen hingegen finden sich héufig monophasische
Wellen mit einem langsamen systolischen Anstieg der Flussgeschwindigkeit und einer
fehlenden diastolischen Flussumkehr.

In einer Studie von Tehan P et al. konnten fiir die Dopplersonographie eine Sensitivitit von
81,75% und eine Spezifitit von 89,34% fiir das Vorliegen einer bereits im Vorhinein
mittels farbkodierter Duplexsonographie diagnostizierten pAVK festgestellt werden. [4,
37, 44]

Ein weiteres wichtiges nicht-invasives Verfahren in der Diagnostik der pAVK ist die
farbkodierte Duplexsonographie, bei der die Ergebnisse der Dopplersonographie und der
B-Mode-Sonographie kombiniert dargestellt werden. Aufgrund der eingeschrinkten
Aussagekraft der farbkodierten Duplexsonographie fiir Verschliisse und Stenosen im
Bereich der iliakalen und infrapoplitealen GefdBabschnitte wird dieses Verfahren in erster
Linie zur Erfolgskontrolle nach Intervention und nicht so sehr als Screeningmethode
eingesetzt. In einer Studie von Whelan JF et al. hatte die farbkodierte Duplexsonographie
eine Sensitivitdt und Spezifitdt von 92% und 97% respektive bei der Diagnostik von bereits
im Vorhinein mittels peripherer Arteriographie diagnostizierten hdmodynamisch
relevanten Stenosen. [35] In einer jlingereren Studie von Favaretto E et al. wurde die
diagnostische ~Ubereinstimmung zwischen Duplexsonographie und Angiographie
iberpriift. Es fand sich, dass im Bereich des aorto-iliakalen GefidBabschnittes ein gute
Ubereinstimmung ~ gegeben war, genauso im Bereich des femoro-polplitealen
GefdBBabschnittes. Einzig im infrapoplitealen Gefdfabschnitt zeigte sich eine schwache

Ubereinstimmung. [36, 43]
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2.7.5 Computertomographie-Angiographie (CTA)

Bei der CTA kann entweder eine native Bildgebung erfolgen oder es wird ein
rontgendichtes Kontrastmittel intravends appliziert und danach eine
computertomographische Bildgebung der fraglichen GefaBregion durchgefiihrt. Letzteres
wurde erst durch die Spiraltechnik moglich, welche die Untersuchungszeit ausreichend
verkiirzt hat, um einen Datensatz wiahrend der arteriellen Bolusphase erstellen zu kénnen.
Die Vorteile dieses Verfahrens sind die Moglichkeit der Nichtinvasivitit, die
dreidimensionale Darstellung des GefaBbaumes, die relativ kurze Untersuchungszeit und
die Darstellung differentialdiagnostisch wichtiger Erkrankungen. Nachteilig sind vor allem
die ionisierende Strahlung, die Gabe von Rontgenkontrastmittel mit dem Risiko einer
kontrastmittelinduzierten Nephropathie, sowie die Schwierigkeit bei der Beurteilung von
kalzifizierten GefdBabschnitten. In einem systematischen Review von Collins R et al.
wurden fiir die CTA eine Sensitivitdt und eine Spezifitit von jeweils 91% nachgewiesen.

[30, 40, 41, 43, 98]

2.7.6 Magnetresonanz-Angiographie (MRA)

Bei der MRA gibt es unterschiedliche Methoden, die am 6ftesten angewandte ist jedoch
die kontrastangehobene MRA (ceMRA). Hierbei werden Bilder vor und nach einer
Kontrastmittelgabe angefertigt und diese anschlieBend voneinander subtrahiert. So ldsst
sich der zu untersuchende GefdaBabschnitt dreidimensional begutachten. Als Kontrastmittel
wird das paramagnetische Gadolinium verwendet, welches aufgrund seiner hohen
Toxizitdt an einen Chelatbildner gebunden ist. Die ceMRA ist sehr gut geeignet, um
Lokalisation und Stenosegrad im Rahmen einer pAVK zu beurteilen. In einer
systematischen Review von Collins R et al., in der die Spezifitit und Sensitivitdt von
ceMRA, CTA und Duplexsonographie verglichen wurden, schnitt die ceMRA mit einer
Sensitivitdt und Spezifitdt von jeweils 95% und 97% am besten ab. [40]

Als kontrastmittelfreie Alternative zur ceMRA hat sich die ,, Time-of-Flight“-MRA (TOF-
MRA) entwickelt. Das Prinzip der TOF-MRA ist die Absittigung der Spins in einem
definierten Volumen bei rascher Abfolge mehrere hintereinander gesetzter Impulse.
Dadurch kann die Signalstirke stationdrer anatomischer Strukturen reduziert werden, die
Signalstérke des frisch in das Volumen einstromenden Blutes bleibt jedoch unberiihrt. Dies

fiihrt zu einem starken Kontrast zwischen Blut und den umgebenden Strukturen.
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Die Vorteile der MRA liegen in der hohen Untersucherunabhingigkeit des Verfahrens im
Vergleich zu sonographischen Verfahren. Der groBe Nachteil der ceMRA ist die
Notwendigkeit der gadoliniumhaltigen Kontrastmittelgabe. Dieses ist zwar nicht
nephrotoxisch, wird jedoch mit einem gehduften Auftreten einer nephrogenen
systemischen Fibrose bei Patientlnnen im Stadium 4 oder 5 eines chronischen
Nierenversagens in Verbindung gebracht. Weiters erweisen sich die eingeschrinkte
Bildqualitdt bei Bewegungsunruhe und die moglichen Kontraindikationen fiir eine
Magnetresonanztomographie wie ferromagnetische Implantate als nachteilig. [30, 39, 40,

41, 43]

2.7.7 Digitale Subtraktionsangiographie (DSA)

Die DSA gilt als der diagnostische Goldstandard in Bezug auf die pAVK-Diagnostik.
Hierbei wird dhnlich der Coronarangiographie nach Punktion eines arteriellen Gefdf3es ein
Katheter iiber einen Fiihrungsdraht bis an die zu untersuchende Gefafiregion vorgeschoben.
Vor der Kontrastmittelapplikation iiber den intravasalen Katheter wird eine native
Rontgenaufnahme  gefertigt und dann die gleiche Rontgenaufnahme nach
Kontrastmittelapplikation wiederholt. Die zwei Bilder werden anschlieBend digital
voneinander subtrahiert, wodurch sich eine sehr genau Darstellung des Gefa3baumes
ergibt.

Bestehen Kontraindikationen fiir die Gabe von jodhaltigem Kontrastmittel, kénnen
alternativ Kohlenstoffdioxid oder Gadolinium-DTPA eingesetzt werden.

Die Vorteile der DSA sind zum einen ihre hohe diagnostische Aussagekraft, welche durch
kein anderes bildgebendes Verfahren zur pAVK Darstellung erreicht wird, und zum
anderen die Mdglichkeit, tiber den intraarteriellen Zugang sofort nach der Bildgebung eine
therapeutische Ballondilatation oder das Einbringen eines Stents in den pathologisch
verdnderten GefdBabschnitt durchzufiihren. Nachteilig ist die Invasivitit der DSA und
damit einhergehend die moglichen Komplikationen einer arteriellen Punktion wie ein
Aneurysma spurium, arterio-vendse Fisteln, Nachblutungen, GefaBdissektionen und
arterielle  Thrombosen mit evtl. embolischem GefdBverschluss sowie die
Rontgenkontrastmittelgabe mit ihren bereits erwdhnten Komplikationen und die
Verwendung ionisierender Strahlung. Aufgrund dieser Kehrseiten der DSA und der sehr

guten Sensitivitdt und Spezifitit anderer bildgebender Verfahren werden diese im Rahmen
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der Diagnostik und therapeutischen Planung der pAVK bevorzugt eingesetzt. [30, 41, 43,
44]

2.8 Therapie

Die wichtigsten Ziele in der Behandlung von pAVK-Patientlnnen sind zum einen die
Reduktion der kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitit und dazu der Versuch einer
Verbesserung der Lebensqualitit durch zuallererst den Extremitdtenerhalt und auch
Optimierung von Ruheschmerzen oder Claudicatio-Beschwerden.

MafBgeblich fiir die Therapieplanung ist das Stadium, in dem sich die Erkrankung befindet,
unter Berlicksichtigung des individuellen Risikoprofils beziiglich der oben genannten
Risikofaktoren, sowie moglicherweise vorhandener Einschrankungen, Kontraindikationen
und einer Risiko-Nutzen-Abwigung fiir gewisse Therapieoptionen. Die Einteilung der
Therapien kann zunichst in eine kausale und eine symptomatische Therapie erfolgen.

Bei der kausalen Therapie steht die Behandlung der Grundkrankheit mit sekundarer
Pravention durch Lifestylemodifikation und pharmakologische Therapie im Vordergrund.
Die symptomatische Therapie, deren Ziel die Optimierung der Blutversorgung mit
Verbesserung der Gehfihigkeit bis hin zum Extremititenerhalt sind, kann in eine
konservative und eine revaskularisierende Therapie eingeteilt werden. Bei Letzterer

werden wiederum interventionelle und operative Therapie unterschieden. [44, 45, 56]

2.8.1 Kausale Therapie

Die kausale Therapie dreht sich um die Beeinflussung der oben genannten Risikofaktoren
fir die Progredienz einer pAVK durch pharmakologische Therapie und
Lifestylemodifikation. Wichtige Pfeiler dabei sind, falls indiziert, eine Therapie mit
Thrombozytenaggregationshemmern, eine addquate Kontrolle einer arteriellen Hypertonie,
eine Therapie mit Statinen, eine zufriedenstellende Einstellung eine Diabetes mellitus und

eine Lifestylemodifikation.

2.8.1.1 Thrombozytenaggregationshemmer

Eine pharmakologische Therapie mit Acetylsalicylsdure oder Clopidogrel ist bei
Patientlnnen mit einer symptomatischen pAVK indiziert und fiihrt zu einem signifikanten
Riickgang todlicher und nicht-tddlicher vaskulédrer Ereignisse. Hinsichtlich der Dosierung

gibt es unterschiedliche Auffassungen. In einer Metaanalyse der Antithrombotic Trialists
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Collaboration wurden unterschiedliche Dosen von Acetylsalicylsdure hinsichtlich ihrer
Effektivitit untersucht. Es fand sich, dass eine Dosis von 75-150mg/d mit einer Reduktion
des relativen Risikos fiir vaskuldre Ereignisse um 32% am Besten abschnitt. Bei
Dosierungen iiber 160mg/d sank die Reduktion des relativen Risikos auf 26% und weniger,
bei Dosierungen unter 75mg/d sank diese auf 13%. [46]

Bei Patientlnnen mit asymptomatischer pAVK, bei denen ein pathologisch erniedrigter
ABI vorliegt, konnte in Studien der Vorteil einer Gabe von Acetylsalicylsdure zur
Verbesserung des Outcomes nicht eindeutig belegt werden. In einer randomisierten
kontrollierten Studie (randomized controlled trial [RCT]) von Fowkes FG et al. aus dem
Jahr 2010 konnte bei PatientInnen mit einem erniedrigten ABI (< 0,95) keine signifikante
Verbesserung des Outcomes hinsichtlich tédlicher und nicht tddlicher vaskulérer
Ereignisse durch die tdgliche Gabe von 100mg Acetylsalicylsdure im Vergleich mit
Placebo erzielt werden. Aufgrund dieses im Vergleich zu Placebo nicht signifikant
erniedrigten Risikos fiir tddliche und nicht tddliche vaskuldre Ereignisse von
asymptomatischen pAVK-Patientlnnen, scheint eine Therapie mit Acetylsalicylsdure in

dieser PatientInnengruppe nicht angemessen zu sein. [29, 45, 46, 47, 48]

2.8.1.2 Antihypertensive Therapie

Ein wichtiger und kausal an der Entstehung einer pAVK beteiligter Faktor ist ein arterieller
Hypertonus, dessen addquate Therapie von grofler Bedeutung ist, da die Prognose fiir
pAVK-PatientInnen mafBgeblich durch das Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen
bestimmt ist. In vielen Studien konnten eine erniedrigte Morbiditdt und Mortalitdt fiir
pAVK-Patientlnnen unter einer antihypertensiven Therapie nachgewiesen werden. Es
existieren verschiedene pharmakologische Therapieansitze von ACE-Hemmern {iber
Angiotensin-Rezeptor-Blocker, Kalzium-Antagonisten hin zu Beta-Blockern, welche
hinsichtlich ihrer antihypertensiven Wirksamkeit und Reduktion kardiovaskulérer
Ereignisse allesamt zufriedenstellende Ergebnisse zeigen.

Aufgrund ihrer potenziell vasokonstriktorischen Wirkkomponente werden Beta-Blocker
jedoch unter Vorbehalt eingesetzt und sind bei schwerer pAVK kontraindiziert. In einer
systematischen Review von Khouri et al. wurden Beta-Blocker mit unterschiedlicher
Pharmakodynamik hinsichtlich ihrer vasokonstriktorischen Tendenz untersucht. Es fand
sich, dass blof3 beta-1-selektive (OR 1,67; 95% KI 1,29 — 2,17) und nicht-selektive (OR
2,53; 95% KI 1,39 — 4,61) Beta-Blocker mit einem erhohten Auftreten peripherer
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Vasokonstriktion vergesellschaftet waren, nicht jedoch Beta-Blocker mit intrinsischer
sympathomimetischer Aktivitit. [51, 52]

Als Ziel fiir die Einstellung des Blutdrucks werden Werte von <140/90mmHg, bei
bekannter Niereninsuffizienz und bei einem Diabetes mellitus Werte von <130/80mmHg

angestrebt. [29, 45, 49, 50, 51, 52]

2.8.1.3 Statintherapie

Ein weiterer wichtiger Pfeiler in der Behandlung der pAVK ist die Statintherapie. In einer
Studie von Kumbhani DJ et al. wurde der Effekt einer laufenden Statintherapie auf
unerwiinschte Ereignisse der Extremititen im Vergleich zu Patientlnnen ohne
Statintherapie iiber einen Zeitraum von vier Jahren untersucht. Es zeigte sich, dass eine
Statintherapie das Risiko fiir unerwiinschte Extremitidtenereignisse insgesamt (HR 0,82;
95% KI 0,72 — 0,92), fiir die Verschlechterung einer CI oder einer neu auftretenden CLI
(HR 0,82; 95% KI 0,70 — 0,95), fiir eine interventionelle oder operative Revaskularisation
(HR 0,83; 95% KI 0,72 — 0,95) und fiir eine ischdmisch bedingte Amputation (HR 0,64;
95% KI 0,48 — 0,86) im Vergleich zu Patientlnnen ohne Statintherapie deutlich reduzierte.
[53]

Statine sollten erst bei Patientlnnen mit symptomatischer pAVK eingesetzt werden.
Zielwert ist ein LDL von <100mg/dL. Bei Patientlnnen mit mehreren betroffenen
GefidlBabschnitten sollte der Zielwert bei <70mg/dL liegen. Bei der Auswahl der
verschiedenen verfiigbaren Prdparate und Dosierungen muss auf prédparat- und
patientenspezifische Nebenwirkungen und Kontraindikationen, sowie auf die zur
Erreichung des Zielwertes notwendige Reduktion der LDL-Werte Riicksicht genommen
werden. FEine Tagesdosis von Atorvastatin 80mg oder Rosuvastatin 40mg geht mit einer
durchschnittlichen Reduktion der LDL-Cholesterin-Werte um >50% des Ausgangswertes
einher. Fiir eine durchschnittliche Reduktion der LDL-Cholesterin-Werte um 30-50% sind
Dosierungen von Atorvastatin 20mg und Rosuvastatin 10mg bzw. Simvastatin 40mg
notwendig. Um eine durchschnittliche Reduktion der LDL-Cholesterin-Werte von <30%
zu erreichen, ist Simvastatin 10mg ausreichend.

[29, 45, 53, 54].
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2.8.1.4 Blutzuckereinstellung

Eine addquate Blutzuckereinstellung und Therapie eines Diabetes mellitus sind ein
weiterer wichtiger Pfeiler in der Behandlung einer pAVK. Hinsichtlich des HbAlc-
Zielwertes gibt es in der Literatur unterschiedliche Hinweise, meist im Bereich von 6%-7%
HbAlc.

In einer Studie von Gerstein et al. zeigte sich, dass eine aggressive Einstellung des HbAlc
mit Zielwerten unter 6% zu einer signifikant erhohten Mortalitdt (HR 1,22; 95% KI 1,01 —
1,46) im Vergleich zu moderater Blutzuckereinstellung (HbA 1c-Zielwerte von 7% - 7,9%)
fithrte. Die StudienautorInnen fiihrten dies unter anderem auf das Erhohte Vorkommen von
hypoglykdmischen Episoden und die mdglichen Nebenwirkungen der zur Erreichung des
HbAlc-Zielwertes von 6% notwendigen Kombinationstherapie oraler Antidiabetika

zuriick. [45, 55]

2.8.1.5 Lifestylemodifikation

Als wichtigster Risikofaktor in der Atiologie der pAVK ist die Beendigung des
Nikotinabusus einer der Hauptpfeiler unter dem Punkt Lifestylemodifikation. Obwohl
prospektive Studien, welche die Vorteile einer Beendigung des Nikotinabusus
unterstreichen, fehlen, ist dieser Punkt der Lifestylemodifikation aus der Therapie fiir
pAVK-Patientlnnen nicht wegzudenken, da dadurch die kardiovaskuldre Mortalitét
dramatisch gesenkt werden kann. In einer Studie von Jonason T et al. wurden 343
PatientInnen mit Claudicatio intermittens und Nikotinabusus hinsichtlich ihres Risikos fiir
einen Myokardinfarkt iiber einen Zeitraum von 10 Jahren beobachtet. In der Gruppe mit
Nikotinabstinenz war das kumulative 10-Jahres-Risiko fiir einen Myokardinfarkt 11%, in
der Gruppe der RaucherInnen 53% und die 10-Jahres-Uberlebensrate 82% und 46%. In der
Nichtrauchergruppe entwickelte niemand ischdmische Ruheschmerzen, in der

Rauchergruppe waren es 16% nach 7 Jahren (p<0,05). [56, 57]

2.8.2 Symptomatische Therapie

Bei der symptomatischen Therapie koénnen sowohl eine konservative als auch eine
interventionelle oder operative Therapie unterschieden werden. Das Ziel hierbei ist eine
Reduktion der Schmerzsymptomatik, Verbesserung der Lebensqualitéit und ein Verhindern

bzw. ein Hinauszogern von Amputationen.
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2.8.2.1 Konservative Therapie

Eine wichtige Rolle im konservativen Therapieansatz der pAVK spielt das Gehtraining. In
verschiedenen Studien konnte eine Verldngerung der maximal moglichen Gehstrecke um
150-180% aufgezeigt werden. Ein wichtiger Punkt, der die Effektivitit des Gehtrainings
maligeblich beeinflusst, ist, ob das Gehtraining {iberwacht wird oder nicht. In einer Studie
von Nicolai SP et al. aus dem Jahr 2010 wurden 304 PatientInnen mit einer CI hinsichtlich
der Effektivitit des Gehtrainings untersucht, bezogen auf die mediane ACD (absolute
claudication distance; der Patient/die Patientin muss aufgrund der Schmerzen
stehenbleiben) nach 12 Monaten Gehtraining, und in drei Gruppen eingeteilt. Die erste
Gruppe erhielt bloB die Empfehlung fiir ein Gehtraining, die zweite Gruppe erhielt ein
tiberwachtes Gehtraining und eine dritte Gruppe ein iiberwachtes Gehtraining mit
Feedback. In der ersten Gruppe konnte die mediane ACD von 260m auf 400m verlidngert
werden, in der Zweiten und Dritten von 260m auf 600m. Es fand sich keine signifikante
Verlangerung der Gehstrecke durch ein zusétzliches Feedback. Ein Gehtraining sollte drei
Einheiten pro Woche 4 30min umfassen und fiir mindestens 6 bis 12 Monate erfolgen.
Mogliche Mechanismen, wodurch die Gehdistanz verlingert werden kann, sind die
Bildung von Kollateralen, die Expression von angiogenetischen Faktoren, vor allem in
hypoxischem Gewebe, endothelabhingige Vasodilatation und eine Verbesserung des

Metabolismus derSkelettmuskulatur. [56, 58]

Ein weiterer wichtiger Ansatzpunk im Rahmen der konservativen Therapie ist der Einsatz
von vasoaktiven Substanzn. Unter den vasoaktiven Substanzen spielt Cilostazol aktuell die
einzig bedeutende Rolle. Bis vor wenigen Jahren war auch noch der Wirkstoff
Pentoxifyllin zur Therapie der pAVK empfohlen. [29, 45]

Cilostazol wirkt liber eine Hemmung der Phosphodiesterase-3. Regensteiner JG et al.
konnten in einer Meta-Analyse mit sechs Studien aufzeigen, dass die Distanz bis zum
schmerzbedingten Abbruch des Gehens durch Therapie mit Cilostazol um 40-50%
verlangert werden konnte. In einer Multicenter-Studie von Dawson DL et al. wurden 698
Patientlnnen mit mittelschwerer bis schwerer Claudicatio intermittens entweder mit
Cilostazol (100mg zweimal téglich), Pentoxifyllin (400mg, dreimal tiglich) oder Placebo
therapiert. Die Distanz bis zum schmerzbedigten Abbruch des Gehens konnte unter
Cilostazol um durchschnittlich 107m (ein durchschnittlicher Zuwachs von 54%) verlangert

werden. Unter Therapie mit Pentoxifyllin waren es 64m (ein durchschnittlicher Zuwachs
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von 30%) und unter Placebotherapie 65m (ein durchschnittlicher Zuwachs von 34%). [29,
56, 61, 62]

Pentoxifyllin wirkt liber eine Beeinflussung der rheologischen Eigenschaften des Blutes,
genauer gesagt iiber eine Verringerung der Viskositdt des Blutes und eine verbesserte
Verformbarkeit der Erythrozyten. Zudem soll Pentoxifyllin antiinflammatorische,
antiaggregative und antiproliferative Eigenschaften aufweisen. In einer systematischen
Ubersichtsarbeit von Hood SC et al. wurden 12 Studien untersucht, bei denen bei
Patientlnnen mit einer Claudicatio intermittens der Therapieeffekt von Pentoxifyllin im
Vergleich zu Placebo auf die Gehstrecke beurteilt wurde. Die Dosierung von Pentoxifyllin
war in den meisten Studien im Bereich zwischen 600mg und 1200 mg pro Tag. Es konnte
gezeigt werden, dass durch Therapie mit Pentoxifyllin die schmerzfrei Gehstrecke um
durchschnittlich 29,4m (95% KI 13,0m — 45,9m) verldngert werden konnte. Ebenso konnte
die Distanz bis zum schmerzbedingten Abbruch des Gehens um durchschnittlich 48,4m
(95% KI 18,3m — 78,6m) verlingert werden. Ahnliche Ergebnisse zeigte auch eine
systematische Ubersichtsarbeit von Girolami et al. Die schmerzfreie Gehstrecke konnte
hier um durchschnittlich 21m (95% KI 0,7m — 41,3m), die maximale Gehstrecke um
durchschnittlich 43,8m (95% KI 14,Im — 73,6m) verlangert werden. Aufgrund der oben
genannten Studie von Dawson DL et al. wird Pentoxifyllin jedoch nicht mehr in der

Therapie der pAVK empfohlen. [29, 45, 56, 59, 60, 101]

2.8.2.2 Percutane transluminale Angioplastie (PTA)

In den vergangenen Jahren hat die PTA in der endovaskuldren Behandlung der pAVK
mehr und mehr an Bedeutung gewonnen. Bei der PTA wird, nach initialem Hautschnitt
und Fingehen in die arterielle Strombahn, ein Fiihrungsdraht bis liber die Stenose
vorgeschoben. AnschlieBend wird mithilfe eines Ballons die Engstelle dilatiert und
eventuell mittels Stentimplantation zusétzlich gesichert. Mogliche Stentformen sind ein
drug eluting stent (DES) oder ein bare metal stent (BMS). Postinterventionell ist eine duale
Plattchenhemmung indiziert, meist mit Acetylsalicylsdure und Clopidogrel oder
Dipyridamol. Dorffler-Melly J et al. konnten in einer systematischen Review eine 60%ige
Reduktion fiir das Risiko von Restenosen durch eine Kombinationstherapie von
Acetylsalicylsiure 330mg mit Dipyridamol aufzeigen. Uber die Dauer der dualen
Plattchenhemmung herrscht Uneinigkeit. In der Literatur finden sich Zeitrdume von

wenigen Wochen bis zu einem halben Jahr und mehr. [56, 63, 64]
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Aus der Literatur geht hervor, dass die PTA und iiberwachtes Gehtraining dhnlich effektiv
in der Behandlung einer CI sind. In einer Studie von Murphy TP et al. wurden PatientInnen
mit aortoiliakaler pAVK drei Therapiegruppen zugeteilt. Die erste Gruppe erhielt optimale
medizinische Therapie (pharmakologische Therapie und Empfehlung fiir ein Gehtraining),
die zweite Gruppe erhielt optimale medizinische Therapie plus ein iiberwachtes
Gehtraining und die dritte Gruppe eine optimale medizinische Therapie plus PTA.
Beobachtet wurde die Verbesserung der maximalen Gehdistanz fiir diese drei Gruppen von
Therapiebeginn bis 18 Monate danach. Die besten Ergebnisse erzielte die Gruppe mit
optimaler medizinischer Therapie und iiberwachtem Gehtraining. In dieser Gruppe konnte
die maximale Gehdistanz um 5,0 +/- 5,4 min verbessert werden. In der Gruppe mit
optimaler medizinischer Therapie und PTA waren es 3,2 +/- 4,7 min., und in der Gruppe
mit nur optimaler medizinischer Therapie 0,2 +/- 2,1 min.. [65, 66]

Dass eine Kombination aus {iberwachtem Gehtraining und zusétzlicher PTA einen Vorteil
gegeniiber reinem iiberwachtem Gehtraining bringt, konnte von Fakhry F et al. in einer
RCT aus dem Jahr 2015 mit 212 StudienteilnehmerIlnnen mit CI aufgezeigt werden.
PatientInnen, welche mittels PTA und iiberwachtem Gehtraining therapiert wurden,
zeigten eine signifikant liberlegene Verbesserung der maximalen Gehdistanz im Vergleich
zu Patientlnnen mit nur iberwachtem Gehtraining. Die mittlere Differenz zwischen den
zweil Gruppen war 566m (99% KI 358m — 774m) nach einem Monat, 409m (99% KI 183m
— 636m) nach sechs Monaten und 282m (99% KI 60m — 505m) nach einem Jahr. [65, 66,
67, 68]

2.8.2.3 Operative Therapie

Eine operative Revaskularisation mittels Bypass wird blo3 bei Patientlnnen in Erwéigung
gezogen, die nicht fiir eine PTA in Frage kommen, und die trotz maximaler medizinischer
Therapie unter lebensstillimitierenden CI-Beschwerden leiden, oder um bei Patientlnnen
mit CLI die Ruheschmerzen in den Griff zu bekommen und den Extremititenerhalt zu
gewdhrleisten. Zudem muss eine strenge Risiko-Nutzen-Abwigung beziiglich des
Operationsrisikos stattfinden, da viele der in Frage kommenden PatientInnen zuséatzlich zur
pAVK auch unter einer koronaren Herzkrankheit leiden. Bei der Auswabhl fiir den Bypass
kommen unterschiedliche Materialien in Frage, welche sich alle beziiglich ihrer

Durchgéngigkeitsraten unterscheiden. Zum einen konnen Kunststoffmaterialien verwendet
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werden, zu denen Polyethylenterephthalat (PET) und Polytetrafluorethylen (PTFE) z&hlen.
Andererseits gibt es auch die Moglichkeit, autologe Venen, sehr hdufig die Vena saphena
magna, zu verwenden. Ursachen fiir eine Stenose des Transplantats sind unter anderem
Transplantatverletzungen bei der Entfernung der Venenklappen, in situ verbliebene
Venenklappen, verfahrenstechnische Fehler wihrend der Bypass-OP, fibrose
Intimahyperplasie (meist innerhalb der ersten 6 Monate) und Atherosklerose des vendsen
Transplantats (meist in den ersten 1 bis 2 Jahren). [45, 56]

Die Uberlegenheit von autologen Venen im Vergleich mit Kunststoffmaterialien konnte in
mehreren Studien aufgezeigt werden. In einer Meta-Analyse von Pereira CE et al. wurden
die Ergebnisse von 73 Studien verglichen, welche die Durchgingigkeitsrate von
femoropolitealen Bypass-Eingriffen mit entweder autologen Venen oder PTFE
Transplantaten untersuchten. Es konnte gezeigt werden, dass nach fiinf Jahren die primére
Durchgéngigkeitsrate von PTFE Transplantaten bei distaler Anastomose oberhalb des
Knies 57,4% war. Bei vendsen Transplantaten mit distaler Anastomose oberhalb des Knies
war die primdre Durchgingigkeitsrate hingegen 77,2% und bei distaler Anastomose
unterhalb des Knies 64,8%. [69]

Zu einem dhnlichen Resultat kam auch eine systematische Review und Meta-Analyse von
RCTs durch Sharrok M et al. 8 RCTs mit insgesamt 1132 PatientInnen wurden beziiglich
der Durchgéngigkeitsrate nach 5 Jahren bei Bypassoperationen mit der distalen
Anastomose oberhalb des Knies und entweder Kunststofftransplantaten oder vendsen
Transplantaten untersucht. Nach 5 Jahren hatte die Gruppe mit vendsen Transplantaten
eine signifikant hohere primire Durchgéingigkeitsrate mit einer OR von 1,78 (95% KI:
1,17-2,55; P=0,006) und auch eine signifikant hdéhere primdr assistierte
Durchgingigkeitsrate mit einer OR von 4,02 (95% KI: 2,84-5,70; P<0,0001). Auch
konnten Sharrok M et al. aufzeigen, dass die Gruppe mit vendsen Transplantaten
signifikant weniger Reinterventionen benoétigte (OR 0,33, 95% KI: 0,18-0,60; P=0,0003).
Beziiglich der Gesamtiiberlebensrate zwischen den beiden Gruppen konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied aufgezeigt werden (OR 0,95; 95% KI: 0,70-1,30; P=0,76). [70]
Eine pharmakologische Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmern oder
Antikoagulantien kann die Durchgédngigkeitsraten von Transplantaten erhohen und sollte
bei allen Patientlnnen, sofern nicht kontraindiziert, durchgefiihrt werden. Bedenis R et al.
untersuchten in einer systematischen Review mehrere verschiedene Studien, in denen
unterschiedlich pharmakologische Therapieansétze miteinander verglichen wurden. Sechs

der Studien verglichen eine Therapie mit Acetylsalicylsdure (ASA) bzw.

32



Acetylsalicylsdure und Dipyridamol (ASA/DIP) mit Placebo bzw. keiner Therapie. Es
konnte gezeigt werden, dass es unter Therapie mit ASA bzw. ASA/DIP innerhalb der
ersten 12 Monate zu signifikant weniger Verschliissen des Transplantats kam (OR 0,42;
95% KI: 0,22-0,83; P=0,01). Dieser Effekt zeigte sich nicht, wenn vendse Transplantate
allein analysiert wurden, sehr wohl aber, wenn nur Kunststofftransplantate analysiert
wurden (OR nach 12 Monaten 0,19; 95% KI: 0,10-0,36; P<0,00001). Zwei Studien
verglichen ASA bzw. ASA/DIP mit Vitamin-K-Antagonisten. Hier konnten weder nach 3,
6, 12, oder 24 Monaten signifikant unterschiedlichen Durchgingigkeitsraten aufgezeigt
werden und es gab auch keinen Unterschied beziiglich Extremititenamputation,

kardiovaskuldren Events oder Mortalitdt. [71]
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3 Erythropoietin

3.1 Synthese

Das codierende Gen fiir Erythropoietin ist auf dem langen Arm von Chromosom 7 in der
Position 7q22.1 lokalisiert und enthédlt 5 Exone. Posttranslationell werden von dem
urspriinglich 193 Aminosduren umfassenden Prohormon eine Sequenz von 27
Aminosduren und das C-terminale Arginin abgespalten. Nach Glycosylierung entsteht das
zur Sekretion bereite 165 Aminosduren umfassende Erythropoietin mit einem
Molekulargewicht von 30.4 kDa. Die Synthese von Erythropoietin erfolgt vor allem in den
peritubuldren Zellen der Nieren und zu einem sehr geringen Teil in Leber und Gehirn.
Wiéhrend der Fetalzeit ist die Leber der Hauptsyntheseort von Erythropoietin.
Interessanterweise unterscheidet sich der Sekretionsmodus fiir EPO aus Leber und Niere.
Wihrend das in der Fetalzeit in der Leber produzierte EPO parakrin sezerniert wird, wird
das nach der Fetalzeit von der Niere produzierte EPO auf endokrine Weise sezerniert. Dies
ist in Einklang mit den jeweiligen Zielgeweben von EPO, da perinatal eine Verschiebung
der Erythropoiese von der Leber hin zum Knochenmark und der Milz erfolgt. [72, 73, 74,
80]

Obwohl Erythropoietin selbst nicht sauerstoffsensitiv ist, ist die Expression von
Erythropoietin abhéngig vom Sauerstoffpartialdruck im juxtamedulldren Cortex der Niere.
Eine spezielle Rolle kommt hierbei dem hypoxia-inducible-factor (HIF) zu. HIF wird unter
normoxischen Bedingungen von Sauerstoffradikalen oxidiert und in der Folge abgebaut.
Sinkt hingegen der Sauerstoffpartialdruck im Blut und folglich auch im Gewebe, entstehen
weniger Sauerstoffradikale, HIF wird nicht abgebaut und kann so als Transkriptionsfaktor
an die 3° Enhancer Region des EPO-Gens binden und zu einer vermehrten Expression von
Erythropoietin fithren. [72, 73, 75, 76]

Bei Patientlnnen mit einer chronischen Niereninsuffizienz kann es im Verlauf der
Erkrankung zu einer renalen Andmie kommen. Die Niere ist nicht mehr in der Lage, eine
ausreichende Menge an EPO zu synthetisieren, was zu einem in Bezug auf den
Schweregrad der Andmie inaddquaten EPO-Spiegel fiihrt. Wie in einer Review von
Wenger RH et al. angefiihrt, liegt dies mitunter daran, dass es durch die Abnahme des
renalen  Sauerstoffverbrauchs zu einem erhohten  Sauerstoffpartialdruck im
Nierenparenchym kommt, worauf ein Abbau von HIF folgt und die Synthese von EPO
zuriickgefahren wird. [75, 102]
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3.2 Funktion

Zentrale Funktion von Erythropoietin ist die Stimulation der Erythrozytenbildung im
Rahmen der Erythropoiese. Die erythroiden Vorlduferzellen differenzieren unter EPO-
Einfluss von BFU-e (burst-forming-units-erythroid) iiber CFU-e (colony-forming-units-
erythroid) hin zu reifen Erythrozyten. Der Effekt von EPO auf erythroide Vorlauferzellen
wird liber den EPO-Rezeptor (EPO-R) vermittelt, welcher in groen Mengen in der
Zellmembran der Erythrozyten vorhanden ist. [72, 74]

Neben der zentralen Rolle im Rahmen der Erythropoiese wirkt Erythropoietin jedoch auch
noch auf andere, nicht-hdmatopoietische Zellen.

Erste Hinweise auf eine nicht-hdmatopoietische Funktion von EPO ergaben sich aus dem
Nachweis von EPO-R auf Neuronen des ZNS. Da EPO die Blut-Hirn-Schranke nicht
passieren kann, wurde eine EPO-Synthese von Zellen des ZNS postuliert. Nachdem
Masuda S et al. in Studien an Ratten eine vom Sauerstoffpartialdruck abhingige
Expression von EPO in Astrozyten zeigen konnten, gelang es Marti HH et al. schlieBlich,
in Biopsien von menschlichem Hippocampusgewebe EPO-mRNA nachzuweisen. [79, 80]
An vielen Stellen konnen in der zugidnglichen Literatur Hinweise auf einen
neuroprotektiven Effekt von EPO gefunden werden. Sakanaka M et al. konnten in einer
Studie an Wiistenrennméusen nachweisen, dass eine ischdmie-induzierte Lernschwéche
durch eine EPO Infusion von 25-250ng/Tag in das zerebrale Ventrikelsystem
dosisabhingig vermindert werden konnte. Hohere Dosierungen von EPO konnten keine
weitere Verbesserung des ischdmischen Schadens zeigen, was auf eine schnelle
Downregulation des EPO-R bei hohen EPO Konzentrationen schlieen ldsst. [78]

Auch in der Behandlung einer diabetischen Neuropathie koénnte EPO eine Rolle
zukommen. Bianchi R et al. konnten dies in einer Studie an diabetischen Ratten aufzeigen.
Durch die Gabe von Streptozotocin wurde ein Diabetes mellitus ausgelost und nach 5
Wochen zeigte sich im Vergleich zu nicht-diabetischen Ratten eine Reduktion der
peripheren Nervenleitungsgeschwindigkeit von 20%. Dieser Riickgang konnte durch eine
anschlieffende fiinfwochige Gabe von rekombinantem humanem EPO (rhEPO) um 50%
attenuiert werden. Allerdings zeigte sich nach der flinfwdchigen thEPO-Therapie auch ein
signifikanter Anstieg des Hdmatokrit von bis zu 45%. Bianchi R et al. schlossen daraus,

dass fiir die Behandlung der diabetischen Neuropathie ein nicht-erythropoietisches EPO-
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Analogon notwendig wire, um mogliche schwerwiegende Nebenwirkungen durch den
erhohten Hamatokrit zu vermeiden. [86]

Morishita E et al. konnten einen Zusammenhang zwischen EPO-Expositionsdauer und den
erythropoietischen und neuroprotektiven Effekten aufzeigen. Eine EPO-Exposition von 5
Minuten hatte in vitro an Neuronen des Cortex und Hippocampus von Ratten bereits einen
neuroprotektiven  Effekt, wohingegen ein erythropoietischer Effekt erst bei
Langzeitexposition mit EPO nachzuweisen war. [87]

Aufgrund der Erkenntnisse von Morishita E et al. versuchten Erbayraktar S et al. durch
Modifikation des EPO-Molekiils eine EPO-Variante mit einer kurzen Halbwertszeit zu
generieren. Durch Entfernung der Sialinsduren am EPO-Molekiil entwickelten sie das
sogenannte asialoEPO, welches nach intravendser Injektion eine Halbwertszeit von 1,4
Minuten aufweist (Halbwertszeit von rhEPO: ca. 5,6 Stunden), eine mit rhEPO
vergleichbare Affinitét fiir den EPO-R hat und genauso wie thEPO die Blut-Hirn-Schranke
passieren kann. [88]

Ein weiterer Effekt von Erythropoietin betrifft die Angiogenese. Dies konnte unter
anderem von Watanabe D et al. aufgezeigt werden. Sie konnten nachweisen, dass die
mittlere EPO-Konzentration im Glaskorper von Patientlnnen mit einer proliferativen
diabetischen Retinopathie signifikant hoher war als jene in einer Vergleichsgruppe nicht-
diabetischer Patientlnnen (464 vs. 36,5 mIU pro Milliliter, P<0,001). Zudem konnten sie
an Méusen mit ischamisch induzierter retinaler Neovaskularisation nachweisen, dass durch
die intraokuldre Injektion von I6slichem EPO-R die histologisch nachweisbare
Neovaskularisation der Retina in einem dosisabhingigen Verhiltnis reduziert werden
konnte, mit einer maximalen Reduktion von 65% bei intraokulédrer Injektion von 25ng

EPO-R im Vergleich zu humanem IgG, welches in das kontralaterale Auge injiziert wurde.

[89]

3.3 Therapeutischer Einsatz

Die wichtigste Indikation fiir den therapeutischen Einsatz von EPO stellt die renale
Anidmie im Rahmen einer chronischen Niereninsuffizienz dar, wobei das Stadium der
Niereninsuffizienz mit dem Hamatokrit-Level korreliert. Hsu C et al. konnten in einer
Studie an 12.055 Patientlnnen ein progressives, und bei Mainnern signifikanteres,
Abnehmen des Hamatokrit nachweisen, sobald die geschitzte Kreatinin-Clearance unter

60mL/min sinkt. Mit der Entwicklung von rthEPO in den spaten 1980er Jahren konnten
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groBBe therapeutische Fortschritte in der Behandlung der renalen Andmie erzielt werden.
Neben der Andmiekorrektur wurden unter thEPO-Therapie auch positive Effekte wie eine
Regression linksventrikuldrer Hypertrophie und eine Verbesserung kognitiver Funktionen
beobachtet. Allerdings ist die Anwendung von rhEPO auch mit verschiedenen
Nebenwirkungen wie thrombotischen Komplikationen und arterieller Hypertonie
assoziiert. Als Zielwerte fiir die Einstellung einer renalen Andmie mit thEPO werden von
der Renal Association Himoglobinwerte von 10-12 g/dL empfohlen. [81, 82, 83]

Auch im Rahmen von Tumorandmien oder Tumortherapie-induzierter Andmie kann
rhEPO zur Andmiekorrektur verwendet werden. Welche Auswirkung die Gabe von EPO
auf die Prognose bei TumorpatientInnen hat, ist nicht abschlieBend geklart. Es sind in der
Literatur sowohl Hinweise auf eine Verbesserung als auch eine Verschlechterung der
Prognose zu finden. Thews O et al. konnten in einer Studie an Ratten zeigen, dass die
Therapie mit thEPO einen Einfluss auf die Radiosensitivitdt von Tumorgewebe hat. Eine
durch Gabe von Carboplatin induzierte Anidmie konnte durch die Applikation von thEPO
verhindert werden und eine darauffolgende Strahlentherapie zeigte in der rhEPO-Gruppe
ein im Vergleich zur nicht mit thEPO behandelten Gruppe hoheres Ansprechen auf die
Strahlentherapie. Andererseits gibt es auch Daten, dass eine Andmiekorrektur durch
Erythropoietingabe die Prognose von onkologischen PatientInnen negativ beeinflussen
kann. Dies konnte unter anderem in einem doppelblinden, randomisierten, Placebo-
kontrollierten Trial von Henke M et al. aufgezeigt werden. Unter Gabe von Epoetin beta,
einem synthetischen Analogon von Erythropoietin, konnte zwar die bestehende
Tumoranidmie korrigiert werden, es zeigte sich jedoch in der Epoetin beta Gruppe ein
relatives Risiko von 1,69 (95% KI 1,16-2,47; p=0,01) fiir eine locoregionale
Tumorprogression. Eine doppelblinde, randomisierte, Placebo-kontrollierte Studie von
Leyland-Jones B et al. zur Abschitzung des Uberlebens von Patientlnnen mit
metastasiertem Mammakarzinom unter first-line Chemotherapie, welche Epoetin alfa zur
Anmimiekorrektur erhielten, musste aufgrund einer erhdhten Mortalitit in der Epoetin-
alfa-Gruppe abgebrochen werden. Die abgeschitzte Gesamtiiberlebensrate nach 12
Monaten betrug fiir die Epoetin-alfa-Gruppe 70%, verglichen mit 76% in der Placebo-
Gruppe (HR 1,37; p=0,01), wobei eine Progression des Mammakarzinoms in beiden
Gruppen die hiufigste Todesursache war (27% unter Epoetin alfa, 22% unter Placebo).
[77, 84, 85]
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3.4 Assoziierte Erkrankungen

3.4.1 Familiare Erythrozytose

Zmajkovic et al. konnten in einer norwegischen Familie mit autosomal dominanter
familidrer Erythrzytose in 10 Familienmitgliedern tiiber vier Generationen eine
heterozygote Deletion eines Basenpaares (c.32delG) im Exon 2 des EPO-Gens
nachweisen, welche mit einer gain-of-function Mutation und daraus resultierender 8- bis
10-facher erhohter biologischer Aktivitdt von EPO einhergeht. Andere Mutationen, welche
mit einer familidren Erythrozytose einhergehen, unter anderem eine Mutation im EPO-R,

konnten in den betroffenen Familienmitgliedern nicht nachgewiesen werden. [90]

3.4.2 Diamond-Blackfan Anamie

Kim et al. konnten in zwei Geschwistern mit blutsverwandten Eltern einen homozygoten
SNP im Exon 5 des EPO-Gens nachweisen, bei dem Guanin durch Adenin ersetzt wird,
wodurch in der Folge Arginin durch Glutamin (R150Q) ersetzt wird. Andere bekannte
Genvarianten, welche mit Diamond-Blackfan Andmie assoziiert sind, konnten in diesem
Fall nicht nachgewiesen werden. In vitro konnten Kim et al. nachweisen, dass im
Vergleich zum EPO Wildtyp die R150Q Variante zwar nur eine minimal verringerte
Affinitit zum EPO-R aufwies, die intrazelluldre Signaltransduktion jedoch signifikant

eingeschrinkt war. [91]

3.4.3 Mikrovaskulire Komplikationen

Tong Z et al. konnten in einer Arbeit aus dem Jahr 2008 eine Assoziation zwischen dem
SNP rs1617640 in der Promoterregion des EPO-Gens (EPO — 1306A>C) und zwei
mikrovaskuldren Komplikationen eines Diabetes mellitus, ndmlich einer proliferativen
diabetischen Retinopathie (PDR) und einem terminalen Nierenversagen (end stage renal
disease, ESRD), aufzeigen. Aufgrund des gehduften gemeinsamen Auftretens von sowohl
PDR als auch ESRD in diabetischen Patientlnnen und der familidren Haufung postulierten
Tong Z et al. eine dhnliche Pathophysiologie fiir die beiden Erkrankungen und auch eine
genetische Komponente. Bei der PDR kommt es im Rahmen einer progressiven
Retinaischdmie zu einer vermehrten, Hypoxie-induzierten Expression von vascular
endothelial growth factor (VEGF) und folglich zu einer gesteigerten GefaB3proliferation in
der Retina. Aufgrund dieser Tatsachen untersuchten Tong Z et al. an 374 PatientInnen mit

PDR und ESRD wund 239 alters- und ethnizititsadaptierten diabetischen
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KontrollpatientInnen aus einer US-Studienpopulation mit europdischen Wurzeln 19 SNPs
in Genen, welche eine angiogenetische Rolle spielen, auf eine Assoziation mit PDR und
ESRD. Die einzige signifikante Assoziation (P<0,002) konnte beim SNP rs1617640
gefunden werden. Wihrend eine Heterozygotie fiir das Risikoallel T mit einer OR von 1,20
einherging, war eine Homozygotie mit einer OR von 2,01 vergesellschaftet. [92]

In der Folge untersuchten Tong Z et al. auch die Auswirkung verschiedener Allele von
rs1617640 auf die EPO Expression. EPO Konzentrationen im Glaskérper von nicht-
diabetischen Patientlnnen mit dem TT Genotyp waren 7,5-mal hoher als jene von
Kontrollpatientinnen mit dem GG Genotyp. Zudem konnten Tong Z et al. zeigen, dass die
Aktivitit des Luciferase-Reportergens durch das T Allel von rs1617640, im Vergleich zum
G Allel, um das 25-fache anstieg. [92]

Tong Z et al. schlossen aus diesen Ergebnissen, dass dem T Allel von rs1617640 eine

signifikante funktionelle Rolle in der Expression von EPO zukommt. [92]
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4 Material und Methoden

4.1 Studienpopulation

Fiir die vorliegende Studie wurden 945 Patientlnnen der Universititsklinik Graz mit
vordiagnostizierter pAVK eingeschlossen. Bei Erstdiagnose der pAVK wurde von dem/der
behandelnden Arzt/Arztin der Beginn der Schmerzsympomatik erfragt und festgehalten.
Aufgrund der sehr charakteristischen pAVK-Schmerzsymptomatik konnten die

PatientInnen beziiglich des Beginns recht genaue Angaben machen.

4.2 Genetische Methodik

Um den Einfluss des SNP rs1617640 im EPO-Gen auf die Pathogenese der pAVK zu
iiberpriifen, wurden tiefgefrorene Vollblutproben von 945 Patientlnnen mit pAVK auf
diesen Polymorphismus hin untersucht. Die Isolierung der DNA aus den einzelnen
Vollblutproben erfolgte durch das Gerdt MagNA Pure von Roche Diagnostics.

Bei diesem Prozess werden zuerst die Zellwédnde lysiert, um danach in einem zweiten
Schritt durch die Zugabe einer Proteinase die im Probenmaterial vorhandenen Proteine zu
entfernen. AnschlieBend werden der Probe magnetische Glaspartikel hinzugefiigt, welche
sich mit der DNA verbinden und eine magnetische Trennung der DNA von anderem
unerwiinschtem Zellmaterial ermdglichen, welches in mehreren Waschschritten entfernt
wird. Schlussendlich erfolgt die Loslosung der DNA von den magnetischen Glaspartikeln
durch eine Elution bei 70°C. [99, 100, 103]

Um nachzuweisen, welches Allel des SNP rs1617640 vorliegt, wurde eine real-time-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) mit zwei verschiedenen TagMan Sonden
durchgefiihrt. Bei diesen Sonden handelt es sich um Nukleotidketten, welche
komplementér zur Nukleotidsequenz um den fraglichen SNP herum sind und sich nur an
der Stelle des SNP unterscheiden. In der einen TagMan Sonde befindet sich an der
fraglichen Stelle ein Thymidin, in der anderen TagMan Sonde befindet sich an dieser
Stelle ein Guanin. Befindet sich nun ein Adenin im SNP rs1617640 der zu untersuchenden
DNA, so bindet eher jene TagMan Sonde, welche an dieser Stelle ein Thymidin hat. Wenn
sich hingegen in der zu untersuchenden DNA ein Cytosin im SNP rs1617640 befindet, so
bindet eher jene TagMan Sonde, welche an dieser Stelle ein Guanin hat. Des Weiteren

besitzen diese Sonden an threm 5° Ende jeweils sogenannte Fluorophore und am 3° Ende
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einen Quencher, welcher ein Fluoreszieren der Fluorophore verhindert, solange sie sich in
rdumlicher Ndhe zum Quencher befinden. Der Fluorophor der Thymidin TagMan Sonde
fluoresziert mit einer anderen Wellenlinge, als der Fluorophor der Guanin TagMan Sonde,
wodurch eine Zuordnung ermdoglicht wird.

Weiters befindet sich unter den Bestandteilen zur Duchfiihrung der RT-PCR eine Tag-
Polymerase, sowie forward und reverse Primer, welche jeweils an DNA Sequenzen kurz
vor bzw. kurz nach dem SNP rs1617640 binden konnen. Die Taq-Polymerase synthetisiert
nun vom forward Primer aus einen komplementiren DNA Strang in 5°-3° Richtung. Dabei
trifft sie auf das 5° Ende der TagMan Sonde mit dem dort gebundenen Fluorophor. Durch
die Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase ist diese nun in der Lage, die TagMan Sonde
in ihre einzelnen Nukleotide aufzutrennen. Somit befindet sich der Fluorophor nach
Abspaltung nicht mehr in der Ndhe des Quenchers und es kommt zu einer messbaren
Fluoreszenz. Je nach Wellenldnge der Fluoreszenz kann in der Folge bestimmt werden, ob
eine DNA-Probe den SNP rs1617640 besitzt und ob sie fiir diesen heterozygot oder
homozygot ist. [99, 100, 104]

41



5 Ergebnisse

Mithilfe des oben beschriebenen Verfahrens konnte festgestellt werden, dass die Allele im
SNP rs1617640 des EPO Gens in der untersuchten Studiengruppe folgendermal3en verteilt
waren: Eine Homozygotie fiir den Wildtyp, also ein Adenin an der fraglichen Stelle in der
Promoterregion des EPO Gens, konnte bei 356 Patientlnnen festgestellt werden, was
37,7% entspricht. Eine Homozygotie fiir die mutierte Variante, sprich ein Cytosin im SNP
rs1617640, konnte bei 156 Patientlnnen oder 16,5% nachgewiesen werden. 433
PatientInnen waren schlieBlich heterozygot, entsprechend 45,8%.

Eine Analyse iiber den Einfluss des EPO Genotyps auf die ebenfalls in der
Studienpopulation erhobenen Werte fiir Erythrozytenanzahl, Himoglobin und Hamatokrit
zeigte, dass der SNP rs1617640 A>C mit einer erhohten EPO Expression einhergeht. Die
Gruppe mit dem CC-Genotyp hatte eine durchschnittliche Erythrozytenanzahl von 4,55
T/l, was einen signifikanten Unterschied (p=0,003) zu den anderen Genotypen (AC-
Genotyp 4,47 T/l; AA-Genotyp 4,36 T/1) darstellt. Ahnliches konnte auch beziiglich des
Hamoglobinwertes festgestellt werden. Hier zeigte sich ein durchschnittlicher Hb von
13,75 g/dl beim CC-Genotyp, verglichen mit 13,53 g/dl beim AC-Genotyp und 13,29 g/dl
beim AA-Genotyp, was ebenfalls einem signifikanten Unterschied (p=0,029) entspricht.
Auch die Analyse beziiglich des Hamatokritwertes zeigte einen signifikanten Unterschied
(p=0,006), mit einem durchschnittlichen Hamatokrit von 41,82% beim CC-Genotyp,
41,16% beim AC-Genotyp und 40,28% beim AA-Genotyp.

Eine Auswertung bezliglich des Symptombeginns konnte bei 910 Patientlnnen
durchgefiihrt werden. Bei den restlichen 35 PatientInnen konnte der Symptombeginn nicht
erhoben werden. Es zeigte sich, dass erste Symptome bei Patientinnen mit dem CC-
Genotyp fast 2 Jahre frither (Durchschnittsalter: 64,01 Jahre) auftraten, als bei Patientinnen
mit dem AA-Genotyp (Durchschnittsalter: 65,99 Jahre). Dies entspricht einem statistisch

signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von 0,042.
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6 Diskussion

Aus den erhobenen Daten geht hervor, dass der SNP 1617640 A>C in der Promoterregion
des EPO-Gens mit erhohten Werten fiir Erythrozytenanzahl, Hadmoglobinwert und
Hématokrit einhergeht.

Unerwartet war allerdings, dass erste Symptome einer pAVK bei Patientlnnen mit dem
Wildtyp (AA) um fast zwei Jahre spiter auftraten, als bei Patientlnnen mit dem CC-
Genotyp. Aufgrund der erhdhten Erythrozytenzahl und Hémoglobinwerte beim CC-
Genotyp wire eigentlich zu erwarten gewesen, dass eine addquate Sauerstoffversorgung
betroffener Muskelgruppen in dieser Patientlnnengruppe linger moglich sein sollte, als
beim AA-Genotyp, welcher mit einer geringeren Erythrozytenzahl und Hamoglobinwerten
einhergeht, und die pAVK in der Gruppe mit dem CC-Genotyp somit erst spiter
symptomatisch werden sollte.

Beziiglich moglicher Erklarungen fiir diese Beobachtung kann aus den erhobenen
Studiendaten kein definitiver Schluss gezogen werden. Ein moéglicher Ansatz, um diese
Beobachtung zu erkliren, konnte sein, dass der erhohte Hamatokrit bei PatientInnen mit
dem CC-Genotyp zu einer erhohten Viskositit des Blutes fiihrt. Bei einem gegebenen
Perfusionsdruck besteht ein umgekehrt proportionales Verhéltnis zwischen dem Blutfluf3
durch ein Gewebe und der Blutviskositét, wodurch im Fall einer pAVK die ohnehin schon
inaddquate Perfusion von betroffenen Muskelgruppen durch eine héhere Viskositit noch
weiter beeintrachtigt wire.

Ob ein Unterschied im Hamatokritwert von 1,6 Prozentpunkten, wie er zwischen dem CC-
und AA-Genotyp in unserer Studie zu beobachten ist, ausreicht, um durch die dadurch
erhohte Viskositit erste Symptome einer pAVK zwei Jahre frither auszuldsen, miisste in
weiterfithrenden Studien erforscht werden.

Ein anderes Erklarungsmodell fiir die beobachteten Ergebnisse konnte sein, dass bei einem
hoheren Hidmoglobingehalt der Abtransport von Kohlendioxid (CO2) aus der
Korperperipherie erleichtert wird. Ungefdhr 80% des anfallenden CO2 wird zwar in Form
von Bicarbonat transportiert, an die 25% des im Stoffwechsel anfallenden Kohlendioxids
werden jedoch an Hidmoglobin gebunden und auf diese Weise zuriick zur Lunge
transportiert. Steigt nun der Hamoglobingehalt des Blutes, konnte dies zu einem
erleichterten Abtransport von CO2 und folglich zu einem Absinken des CO: Partialdruckes

in der Peripherie fithren, wodurch in der Folge der pH-Wert ansteigen und es zu einer
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Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve des Himoglobins kommen wiirde. Die
durch diesen Anstieg des pH-Wertes bedingte Linksverschiebung und damit einhergehende
Affinitdtszunahme des Hadmoglobins fiir Sauerstoff wiirde zu einer Beeintrichtigung der
Sauerstoffversorgung fithren und konnte einen Erkldrungsansatz flir den fritheren
Symptombeginn in der Gruppe mit dem CC-Genotyp sein.

Bei Begutachtung anderer Studien, welche sich ebenfalls mit dem SNP rs1617640 im
EPO-Gen auseinandersetzten, fillt auf, dass die Datenlage beziiglich der beobachteten
Effekte nicht einheitlich ist. Wéhrend in dieser Arbeit der CC-Genotyp mit erhohten
Werten von Erythrozytenzahl, Himoglobin und Hé&matokrit assoziiert war und folglich
eine erhohte EPO-Expression durch den SNP rs1617640 nahelegt, war in der Arbeit von
Tong Z et al. der AA-Genotyp mit einer 7,5-fach erhohten EPO-Konzentration im
Glaskorper und mit einer OR von 2,01 fiir die Entwicklung von PDR und ESRD im
Vergleich zu Patientlnnen mit dem CC-Genotyp assoziiert. [92] In einer Studie von
Abhary S et al. beziiglich der Assoziation zwischen Polymorphismen im EPO-Gen und
diabetischer Retinopathie wiederum war es der CC-Genotyp, welcher mit der Entwicklung
einer diabetischen Retinopathie assoziiert war. Eine Messung der EPO-Spiegel bzw. von
damit assoziierten Parametern wurde hier nicht durchgefiihrt. [93] Zu einem dhnlichen
Schluss kamen auch Fan Y et al., die in einer Fall-Kontroll Studie die Auswirkungen von
drei verschiedenen Polymorphismen im EPO-Gen in Bezug auf eine diabetische
Retinopathie untersuchten. Einer der untersuchten Polymorphismen war der SNP
rs1617640 und hier betrug die Haufigkeit des selteneren Allels (C) (minor allele frequency
[MAF]) 22,2% bei den Kontrollpatientlnnen und 27,3% bei Patientlnnen mit einer
diabetischen Retinopathie, was einem statistisch signifikanten Unterschied (p=0,006) und
einer OR von 1,87 (95% KI 1,10 — 2,41) entspricht. Auch die Bestimmung der EPO-
Spiegel zeigte einen signifikant hoheren EPO-Spiegel bei StudienteilnehmerInnen mit dem
CC-Genotyp (p<0,001) verglichen mit den AC- und AA-Genotypen. [94] Amanzada A et
al. untersuchten in Patientlnnen mit Hepatitis C die Entwicklung ihrer Himoglobin- und
EPO-Werte unter antiviraler Therapie mit Ribavirin, unter anderem in Bezug auf eine
mdgliche Korrelation mit dem SNP rs1617640. Es zeigte sich, dass bei Patientlnnen mit
dem CC-Genotyp ein deutlich héherer Anteil sowohl 4 Wochen (p=0,025) als auch 12
Wochen (p=0,029) nach Therapiebeginn mit Ribavirin einen Abfall des
Hamoglobinspiegels von mehr als 3g/dL verzeichnete, als unter Patientlnnen mit dem AC-
oder AA-Genotyp. Interessanterweise bestand bei Therapiebeginn zwischen den

verschiedenen Genotypen kein signifikanter Unterschied im Hidmoglobinspiegel. Auch die
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EPO-Spiegel wiesen zu Therapiebeginn zwischen allen Gruppen keinen signifikanten
Unterschied auf. Zwar stiegen hier, vermutlich in Reaktion auf die sich entwicklende
Animie, nach Therapiebeginn die EPO-Spiegel in allen Gruppen an, allerdings war der
Anstieg bei Patientlnnen mit dem CC-Genotyp signifikant (p<0,01) schwécher ausgepragt
als bei Patientlnnen mit dem AC- oder AA-Genotyp. [95]

Wie es dazu kommt, dass derselbe Genotyp von verschiedenen Arbeitsgruppen mit teils
gegensitzlichen Auswirkungen assoziiert ist, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden.
Ethnische Heterogenitit zwischen den einzelnen Studienpopulationen kdnnte mitunter eine
Rolle dahingehend gespielt haben. Allerdings fdllt bei genauerer Analyse der
Studienpopulationen auf, dass ein Grofiteil entweder europdisch oder zumindest
europdischer Abstammung ist. Einzig die Studienpopulation von Fan Y et al. bestand
génzlich aus chinesischen Individuen.

Zu beachten ist, dass in der Studie von Tong Z et al. die EPO-Konzentration im Glaskorper
bestimmt wurde, in den anderen erwidhnten Studien im Plasma. Es konnte der Fall sein,
dass EPO-Spiegel in Plasma und Glaskorper nicht korrelieren und erhohten EPO-Spiegeln
im Glaskorper eine gesteigerte lokale EPO Produktion durch Retinazellen zugrunde liegt.
[96,97]

Denkbar wire auch, dass die abweichenden Beobachtungen durch einen Effektmodifikator
zustande kommen, moglicherweise eine Pharmakotherapie, ein Lebensstilfaktor oder ein
Polymorphismus im EPO-Rezeptor, der die Auswirkungen des jeweiligen EPO Genotyps
beeinflusst und so zu den unterschiedlichen Ergebnissen der verschiedenen Arbeitsgruppen
beitrdgt. In diesem Fall konnte eine Analyse von Subgruppen einen Hinweis auf das
Vorliegen eines Effektmodifikators geben.

Noch zu erwéhnen ist, dass es sich bei allen genannten Studien um retrospektive Studien,
meist Fall-Kontroll Studien handelte. Eine prospektive Kohortenstudie wire besser
geeignet, um einen kausalen Zusammenhang zwischen den untersuchten EPO-Genotypen

und der Entwicklung verschiedener Krankheitsbilder herauszustreichen.
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