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1. Zusammenfassung

Einleitung: Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) ist eine progressive und
lebenslimitierende Erkrankung. Die Individual Shear Rate Therapy (ISRT) ist ein neuer nicht-
invasiver Therapieansatz zur Behandlung der pAVK und basiert auf den Grundlagen der
externen Gegenpulsationstherapie. In dieser Arbeit entwickelten wir ISRT und untersuchten

die klinischen und molekularen Effekte der Therapie auf die Endothelfunktion in zwei

Studien (ISRT-1 und ISRT-2 Studie).

Methoden: In der ISRT-1 Studie untersuchten wir Kurzzeiteffekte von der ISRT im
Vergleich zu dem Laufbandtraining in einem cross-over Studiendesign an 26 gesunden
Probanden. In der ISRT-2 Studie analysierten wir Kurz- und Langzeiteffekte nach 30 Stunden
ISRT an 14 pAVK Patienten mit einer stabilen intermittierenden Claudicatio (Fontaine
Stadium IIb). Zur Entwicklung von der ISRT wurde die Gegenpulsationstherapie durch
individualisierte Manschettendriicke an eine optimale Steigerung der peripheren Perfusion
angepasst. Als molekulare Messparameter wurden in den ISRT-1 und ISRT-2 Studien die
Plasma-Nitritkonzentration, sowie die mRNA Marker-Genexpression in peripheren
mononuklearen Zellen (PBMCs) von NOS2, dem Kallikrein-Kinin System (KKS) und den
Shelterin-Komponenten (TRF-1 und TRF-2) analysiert. Als klinische Parameter der ISRT-2
Studie (pAVK Patienten) dienten die flussvermittelte GefaBBerweiterung (FMD, in Englisch
flow-mediated dilation) in der Arteria brachialis (AB) und der Arteria femoralis communis,
der Knochel-Arm-Index, sowie die schmerzfreie und absolute Gehstrecke (ICD und ACD, in

Englisch initial und absolute claudication distance).

Ergebnisse: Die ISRT-1 Studie diente als Pilotphase fiir die ISRT-2 Studie. In der ISRT-2
Studie zeigte sich eine Verdopplung der systolischen Blutflussgeschwindigkeit in der
Unterschenkelarterie unter ISRT bei pAVK Patienten. Die Endothelfunktionsparameter FMD
in der AB und die Plasma-Nitritkonzentration erhdhten sich signifikant unter ISRT. Die ICD
und ACD verbesserten sich bei allen pAVK Patienten nach 30 Stunden ISRT. Weiterhin
zeigte sich eine Verringerung von B2R und Kininogen sowie eine Erhéhung der TRF-2

mRNA Genexpression im Langzeitversuch bei pAVK Patienten.

Zusammenfassung: Mit der Hilfe von ISRT haben wir einen neuen Therapieansatz fiir
pAVK Patienten entwickelt. Durch ISRT konnte eine Verbesserung der 1) Endothelfunktion,
2) der peripheren Perfusion und 3) der initialen und absoluten Gehstrecke nachgewiesen

werden.



2. Abstract

Background: Peripheral Artery Disease (PAD) is a progressive and life-limiting disease. The
individual shear rate therapy (ISRT) is a novel non-invasive treatment concept for PAD
patients and was developed by an adaptation of external counterpulsation therapy. This thesis
introduces the ISRT concept and investigates molecular and clinical effects of ISRT on

endothelial function in two studies (ISRT-1 and ISRT-2 study).

Methods: The ISRT-1 study compares short-term effects of ISRT and treadmill training in 26
healthy volunteers in a cross-over study design. The ISRT-2 study analyzes short-term effects
(after the first ISRT session) and long-term effects of 30 hours of ISRT in 14 PAD patients
suffering from a stable intermittent claudication (Fontaine stage IIb). External
counterpulsation therapy was adapted by an application of individualized cuff treatment
pressure. Therefore, individualized treatment pressures were evaluated in order to provide an
optimal increase in peripheral perfusion. Molecular parameters were analyzed in the ISRT-1
and ISRT-2 trials as follows: nitrite plasma levels, as well as marker gene mRNA expression
in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of NOS2, kallikrein-kinin system (KKS)
molecules and components of the shelterin complex (TRF-1 und TRF-2). Clinical parameters
in the ISRT-2 were as follows: flow-mediated dilation (FMD) in the brachial artery (BA) and
common femoral artery, ankle brachial index and initial and absolute claudication distance

(ICD and ACD).

Results: The ISRT-1 trial served as a pilot trial for the ISRT-2 approach. Initially assessed
peripheral perfusion in the lower limb artery revealed that systolic blood flow velocity
doubled during ISRT in PAD patients. Endothelial parameters such as FMD in BA and
plasma nitrite concentration increased significantly under ISRT. Furthermore, all patients
showed improved ICD and ACD after 30 hours of ISRT. The ISRT-2 study revealed that B2R
and kininogen mRNA expression significantly decreased and TRF-2 mRNA expression

increased in PAD patients after long-term ISRT.

Conclusions: With the help of ISRT, we developed a novel therapeutic approach for PAD
patients. Here we demonstrate for the first time a significant enhancement of 1) endothelial

function, 2) peripheral perfusion and 3) walking distance after long-term ISRT.



3. Einfithrung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) ist eine progressive und
lebenslimitierende Erkrankung. Rund 16 % der Bevdlkerung in Europa und Nordamerika iiber
55 Jahren leiden an einer pAVK. Patienten mit einer pAVK haben ein hoheres Risiko ein
kardiovaskuldres Ereignis zu erleiden, als Patienten mit einer koronarer Herzkrankheit (KHK)
oder zerebrovaskuliren Erkrankung'?. Aktuelle nicht-invasive Therapieansitze einer pAVK
beinhalten ein strukturiertes Gehtraining und eine medikamentdse Therapie. Strukturiertes
iiberwachtes Gehtraining stellt eine gute Moglichkeit dar, das Kollateralwachstum um
stenosierte GefdaBareale zu fordern und eine verldngerte Gehstrecke zu erreichen. Dennoch
sind die Moglichkeiten, solche Trainingsprotokolle zu erfiillen, aufgrund von ausgeprigten
Claudicatio-Beschwerden, oftmals limitiert. Neue, nicht-invasive Therapieverfahren, welche
pAVK Patienten zu einer Gehstreckenverbesserung verhelfen und dadurch ein weiteres
Gehtraining erst wieder ermoglichen, sind notwendig. Ein Therapieansatz, der fir KHK
Patient bereits etabliert wurde, ist die sogenannte externe Gegenpulsationstherapie. Es werden
hier mit Luft befiillbare Manschetten um das Gesil und paarweise um beide Beine
(Oberschenkel und Unterschenkel) gewickelt und EKG-gesteuert be- und entliiftet. Wahrend
der Kompression der Manschetten innerhalb der Diastole erhdht sich der intra-arterielle
Blutfluss, sodass Schubspannung an den Endothelwidnden erhoht wird. Eine erhohte
Schubspannung bewirkt die Bildung himodynamisch relevanter Umgehungskreisldufe iiber
ein adaptives Wachstum von pri-existenten KollateralgefiBen (Arteriogenese)’. Durch die
Umgehungskreislaufe konnen hohergradige Stenosen oder Verschliisse kompensiert werden.
Die Gegenpulsationstherapie wird bisher bei KHK Patienten verwendet und konnte hier eine
Verbesserung der Endothelfunktion, der myokardialen Kollateralisation und Lebensqualitét
zeigen™”. Die Gegenpulsationstherapie arbeitet mit hohen Manschettendriicken zwischen 250-
300 mmHg und ist daher auch als gesteigerte Gegenpulsationstherapie bekannt. In einer
Studie von Werner ef al. zeigte sich unter der gesteigerten Gegenpulsationsherapie bei KHK
Patienten eine Verringerung des durchschnittlichen Blutflussvolumens in der Arteria tibialis
posterior’. Eine Anwendung der gesteigerten Gegenpulsationstherapie bei pAVK Patienten ist
daher nicht vertretbar. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die
Blutflussgeschwindigkeit, im Gegensatz zum Blutdruck, entscheidend fiir die Arteriogenese
ist’. Ein individuelles Beschleunigungssignal, welches das Wachstum von KollateralgefiBen
definiert, wurde mit Hilfe des relative pulse slope index (RPSI) ermittelt’. Im Rahmen meiner
Dissertation haben wir auf dem physiologischen Konzept von RPSI ein neues

Therapieverfahren fiir pAVK Patienten mit dem Namen Individual Shear Rate Therapy

3



(ISRT) etabliert. Dieses Therapiekonzept basiert auf dem Gegenpulsations-Verfahren, wobei
ausschlieBlich niedrige und individuelle Therapiedriicke verwendet werden. Des Weiteren
wird auf eine zusitzliche Unterschenkelmanschette verzichtet, um den Blutfluss der unteren
Extremitdten bei pAVK Patienten nicht zu behindern. Um individuelle Therapiedriicke
anzuwenden, beinhaltet die Eingangsuntersuchung bei ISRT eine Evaluation der peripheren
Perfusion unter verschiedenen Druckstufen. So kann eine optimale Therapiestufe fiir pAVK

Patienten ermittelt werden.

Ziel meiner Dissertation ist es, den Effekt von ISRT auf die Endothelfunktion bei pAVK
Patienten anhand molekularer und klinischer Parameter zu untersuchen. Fiir dieses Vorhaben
wurde ein Studiendesign verwendet, welches auf einer Studie von Braith et al. basierte. Bei
Braith ef al. konnte bei 28 KHK Patienten eine deutlich verbesserte Endothelfunktion nach 35
Stunden Gegenpulsationstherapie gezeigt werden. Fiir den klinischen
Endothelfunktionsparameter wurde die flussvermittelte GefaBerweiterung (FMD, in Englisch
flow-mediated dilation) in der Arteria brachialis (AB) und der Arteria femoralis communis
(AFC) ermittelt’. Um die Auswirkungen von ISRT auf die Endothelfunktion auf molekularer
Ebene zu evaluieren, wurde die Nitritkonzentration im Plasma und die Genexpressionen von
relevanten Zielgenen in peripheren mononukledren Zellen (PBMCs, in Englisch peripheral
blood mononuclear cells) untersucht. Als relevante Zielgene fiir den NO Metabolismus
wurden NOS2 (in Englisch nitric oxide synthase 2) und Gene des Kallikrein-Kinin Systems
(KKS) gewdhlt. Zusétzlich wurden die Expression der Shelterin Komponente TRF-1 und
TRF-2 (in Englisch telomeric repeat-binding factor-1 und -2) und DNA Reparatur

Komponenten Ku70 und Ku80 untersucht (Marker des vaskuldren Alters).

Diese Zusammenfassung beinhaltet die Ergebnisse und Erkenntnisse aus zwei klinischen
Studien, welche in drei Verdffentlichungen publiziert wurden. Diese Publikationen zeigen den
Effekt von ISRT im Vergleich zum Laufbandtraining bei gesunden Probanden und den
Langzeiteffekt von ISRT bei pAVK Patienten. Besonderes Augenmerk wird auf die
Verbesserung der Endothelfunktion bei pAVK Patienten anhand klinischer und molekularer

Ergebnisse gelegt.



4. Methodik

ISRT-1 Studie

In der ISRT-1 Studie wurden 26 gesunde Probanden (Ménner=13 und Frauen=13) in einem
Cross-Over Design eingeschlossen und einer Trainingseinheit per Zufallsprinzip zugeordnet.
Die eine Gruppe wurde zuerst dem Laufbandtraining und die andere Gruppe der ISRT
zugeteilt. Nach einer Ruhezeit von einer Woche wurde dann zur anderen Trainingseinheit
gewechselt. Einschlusskriterien waren: Nichtraucher, ein Alter zwischen 18-35, keine
kardiovaskuldren, metabolischen und hormonellen Erkrankungen, keine aktuelle Therapie
einer akuten oder chronischen Krankheit und keine Schwangerschaft (Tabelle 1). Das
Laufbandtraining (H/p/cosmos, Nussdorf-Traunstein, Deutschland) wurde in einem
Zielherzfrequenzbereich von 120-130 Schldgen pro Minute {iber 30 Minuten bei variabler
Laufgeschwindigkeit durchgefiihrt®. Sobald die Zielherzfrequenz erreicht wurde, wurden die
30 Minuten Laufbandtraining erfasst. Die ISRT Einheit beinhaltete eine Eingewdhnungszeit
von 12-16 Minuten bis Driicke zwischen 160-200 mmHg (Cardiomedics Inc, USA) erreicht

wurden. Die Trainingsdauer belief sich dann auf 45 Minuten.
ISRT-2 Studie

In der ISRT-2 Studie wurden 14 Patienten (Ménner=12 und Frauen=2) mit einer pAVK in
einem Pretest und Posttest Design eingeschlossen. Die Patienten wurden in einem Kurzzeit-
(45 Minuten) und Langzeitprotokoll (30 Stunden) untersucht. ISRT erfolgte {iber 5 Wochen (5
Tage/Woche). Einschlusskriterien waren: Ein Alter zwischen 50-85, eine stabile Claudicatio
intermittens ~ (Fontane  Stadium  IIb),  Nichtraucher = und  femoral-popliteale

Verschlusserkrankung (Tabelle 1).



Tabelle 1. Die Daten werden als Durchschnittswert = SEM dargestellt. BMI: body mass
index, Fontaine Stadium IIb: schmerzfreie Gehstrecke <200 Meter. ICD: initial claudication

distance, schmerzfreie Gehstrecke. ACD: absolute claudication distance, maximale

Gehstrecke. ABI: ankle brachial index, Knochel-Arm Index. Modifiziert nach Brix et al.’.

Alter, y 23.37 £ 0.36
Mainner n 13

Frauen n 13

BMI, kg/m® 22.22 +0.44
Alter, y 60.46 +2.34
Maénner n 12

Frauen n 2

BMI, kg/m® 28.95 + 0.87
Fontaine Stadium IIb n 14

ICD, m 92.57+8.21
ACD, m 167.82 + 18.04
ABI 0.58 +0.03

Klinische Datenerhebung
Doppler-Parameter

In einer FEingangsuntersuchung wurden die Dopplerflussparameter erhoben: Mittlere
Beschleunigung und die maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit. Die
Dopplerflussparameter wurden in der Unterschenkelarterie in Ruhe und unter der Therapie
mittels eines high-definition Ultraschallgerdtes (Philips, HDX 11, Deutschland) gemessen.
Die Messungen erfolgten in Ruhe und bei 40, 80, 120, 160 und 200 mmHg. In Abhingigkeit
der Dopplerflussparameter wurden die Therapiedriicke evaluiert. Die somit festgelegten

Therapiedriicke lagen zwischen 120-160 mmHg (Cardiomedics Inc, USA).
FMD und NMD Messung

Um die Aussagekraft der ISRT auf die systemische Endothelfunktion bei pAVK Patienten
beurteilen zu konnen, wurde die FMD der AB und AFC vor Beginn der ISRT und nach 30
Stunden ISRT ermittelt. Die FMD Messung der AB erfolgte mittels eines high-definition
Ultraschallgerétes (Philips, HDX 11, Deutschland) vor und nach 30 ISRT Stunden. FMD



Messungen wurden nach bekanntem Protokoll durchgefiihrt®. Die Auswertung von FMD und
Nitro-vermittelte Gefalerweiterung (NMD, in Englisch nitro-mediated dilation) erfolgte iiber
Videosequenzanalysen mit Hilfe des FMD Vascular Research Tools (Medical Imaging
Applications LLC, USA). Es wurden dabei die Intima Grenzen festgelegt und dann der
durchschnittliche GefaBdurchmesser bestimmt (Abbildung 1).

Arteria brachialis

Intima ]: Gefifldurchmesser

Abbildung 1. Ultraschalldarstellung der Arteria brachialis eines pAVK Patienten. Abgebildet werden die anatomischen
Landmarken zur Berechnung des Ausgangswertes der Nitro-vermittelten GefaBerweiterung (NMD, in Englisch
nitro-mediated dilation).

Die FMD Messung der AFC erfolgte am dominanten Bein der Claudicatio-Beschwerden. Die
FMD Messung konnte nicht durchgefiihrt werden, falls Intimagrenzen durch
atherosklerotische Verdnderungen nicht genau detektiert werden konnten. Die NMD wurde in
der AB nach einer Ruhezeit von 15 Minuten in liegender Position nach Gabe von 0.8mg

Nitro-Spray sublingual gemessen.
Messung der Gehstrecke und des Knochel-Arm-Index

Die schmerzfreie und absolute Gehstrecke (ICD und ACD, in Englisch initial und absolute
claudication distance) wurde vor der Therapie und nach 10, 20 und 30 Stunden ISRT
bestimmt. Die Laufbanduntersuchung fand bei einer Steigung von 12° und einer
Geschwindigkeit von 3.5 km/h statt. Die ICD ist definiert durch die Distanz, bei der das erste
Mal Claudicatio-Beschwerden auftreten. Die ACD ist definiert durch die Distanz, welche
maximal trotz Claudicatio-Beschwerden zuriickgelegt werden kann. Der Knochel-Arm-Index
(ABI, in Englisch ankle brachial index) wurde vor dem Gehstreckentest und Beginn der
Therapie und nach 30 Stunden ISRT ermittelt. Der ABI wurde nach einer Ruhezeit von 10
Minuten in liegender Position gemessen. Der Index ist definiert durch den Quotienten aus

dem niedrigsten systolischen Blutdruck der Kndchelarterien und durch den Mittelwert des



systolischen Blutdrucks der Oberarmarterien. Bei Druckdifferenzen von 10 mmHg wurde der

héhere systolische Blutdruck in die ABI Berechnung miteinbezogen'® .

Molekulare Datenerhebung
Blutentnahme fiir molekulare Untersuchungen

Die Blutentnahme erfolgte in der Armvene. Die Zeitpunkte der Blutentnahme waren wie
folgt: (1) In der ISRT-1 Studie vor und nach dem Laufbandtraining und vor und nach der
ISRT. (2) In der ISRT-2 Studie vor und nach der ersten ISRT Einheit und nach 30 Stunden
ISRT. Die Blutentnahme nach dem Lauftraining oder der ISRT erfolgte nach einer Ruhepause
von 10 Minuten. Es wurden hierzu jeweils 30 ml Vollblut entnommen und in EDTA
beschichteten Falcon-tubes iiberfiihrt. Von den 30 ml Vollblut dienten 10 ml der Plasma-
Isolierung und die weiteren 20 ml der PBMC-Isolierung. Zur Plasma-Isolierung wurde das
Vollblut sofort bei 4000 rpm und 4 °C iiber 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand in

Rohrchen gefiillt, auf Trockeneis eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt.
PBMC Isolation

Fiir die PBMC Isolation wurde das Vollblut mit Mg*" und Ca*'-freies PBS verdiinnt und im
Verhéltnis 4:3 seitlich auf Ficoll gegeben, 35 Minuten bei 400 G bei Raumtemperatur
zentrifugiert und so in verschiedene Phasen getrennt. Die PBMC Schichtung wurde selektiv
entnommen und mit 40 ml PBS bei 200 G gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet mit 6 ml PBS geldst. AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt, die Zelllosung
aliquotiert und bei 200 G und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgenommen und das Zellpellet auf Trockeneis eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt.
Plasma-Nitrit-Konzentration

Fiir die Bestimmung des vasoaktiven Plasma Metaboliten Nitrit wurde das Griess-Reagent
Roche Kit (Promega, Deutschland) verwendet. Zuerst wurden die Plasma-Proben von -80 °C
auf Eis aufgetaut. Die Probe wurde dann bei 14.000 G {iber 8 Minuten mit Amicon Ulta-0.5
mL Centrifugal Filter Devices (Merck Millipore, Deutschland) filtriert. Anschlieend wurde
ein Nitritstandard mit 1 pl Nitritstandardlosung und 999 pl Assay Buffer erstellt und
zusammen mit den Plasma-Proben zwei Reaktionsschritte durchgefiihrt. In dem ersten
Reaktionsschritt wurden 50 pl Sulfanylamid zugegeben und 5-10 Minuten in einer

Dunkelkammer inkubiert. In dem zweiten Reaktionsschritt wurden 50 pul NED zugegeben und



anschlieBend wieder 5-10 Minuten in einer Dunkelkammer inkubiert. Danach erfolgte die

Ermittlung der Nitritkonzentration in pMol nach einer Messung der Absorption bei 540 nm.
Genexpressionsanalyse und Primer

PBMC-Proben wurden auf Eis aufgetaut und die RNA mit dem Zymo Research Duet
DNA/RNA MiniPrep Kit (Zymo Research, Kalifornien, USA) isoliert. Die Quantitdt und
Reinheit der RNA wurde mit Hilfe des NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer gemessen.
Die cDNA-Synthese erfolgte mit 1 pg RNA zusammen mit RNase Inhibitor gemil dem High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Protokoll (Life Technologies, Deutschland). Die
folgenden selbststindig entworfenen Primer (Life Technologies, Deutschland) wurden fiir die
quantitative RT-PCR verwendet: KLF2, B1R, B2R, Kallikrein, Kininogen, TRF2, Ku&0.
Bereits verdffentlichte Primer wurden fiir NOS2'2, RPLPO (in Englisch ribosomal protein
lateral stalk subunit P0)"* und TRF1, Ku70 von Laye ef al. verwendet'* (Tabelle 2).

Tabelle 2. Primersequenzen von 5'-3'. For: forward, Vorwirtsprimer. Rev: reverse,

Riickwirtsprimer.
Primer Sequenzen 5'-3'
KLF2 for CTTTCGCCAGCCCGTGCCGCG

rev AAGTCCAGCACGCTGTTGAGG
NOS2" for CGGTGCTGTATTTCCTTACGAGGCGAAGAAGG

rev GGTGCTGCTTGTTAGGAGGTCAAGTAAAGGGC
RPLPO"”  for ACGGGTACAAACGAGTCCTG

rev AGCCACAAAGGCAGATGGAT

B1R for ATTCTCCCACCTCAGCCTCT
rev CTCTGGTTGGAGGATTGGAG
B2R for CTTCATGGCCTACAGCAACA

rev GCACACTCCCTGGTACACCT
Kallikrein ~ for GCCAAGCAGACGAGGACTAC

rev AACTCCACGACCTTCACAGC
Kininogen  for GTGGTGGCTGGATTGAACTT

rev CACCATTCCAAAGGGACTTG
TRF1' for CGAGTGCCAGGTGCAGGTGG

rev ATAATAGCCTCTGCGCTGTTGCGG
TRF2 for GTCTGTCGCGGATTGAAGA

rev ACTGGATTCGACCACTGCTT
Ku 70" for GCGCCAAAGTGAGCAGTAGCCA

rev CTGCTTCTTCATCGCCCTCGGT
Ku 80 for GGTGAAGATGGGTTGGATGA

rev ATTGGAGCCAATGGTCAGTC



Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR wurde mit einem finalen Volumen von 30 pl auf einer 96-
Wellschale durchgefiihrt. Davon 5 pl verdiinnte ¢cDNA (1:100), 15 ul 2x SYBR-Green
Mastermix (Applied Biosystems, Deutschland), 3.4 pul RNase/DNase-freies Wasser, (GIBCO,
Deutschland) und 3.3 pul Vorwirts- und Riickwértsprimer (10 pM). Folgendes
Wirmeprotokoll wurde verwendet: 10 Minuten bei 95 °C; 40 Zyklen fiir 15 Sekunden bei 95
°C, 15 Sekunden bei 60 °C, 30 Sekunden bei 72 °C; 1 Minute bei 50 °C und 15 Sekunden bei
95 °C; eine anschliefende Dissoziationskurve bei 60 °C fiir 20 Sekunden und 95 °C fir 30
Sekunden; danach 10 °C’°. Die quantitative Echtzeit-PCR wurde in Triplikaten pipetiert und
mittels eines Mx3000P™ Real-Time PCR Systems (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
durchgefiihrt. Die Auswertung der Genexpression erfolgte durch die Normalisierung gegen

das Haushaltsgen RPLPO und wurde in relativen AACT Werten angegeben.

Klinische Studienregistrierung, Ethikkommission und statistische Auswertung

Die vorliegenden Studienprotokolle wurden von der Ethikkommission der Charité Campus
Virchow Berlin genehmigt (Referenznummer EA2/108/13 und EA2/140/13) und wurden im
International Standard Randomised Controlled Trial Nummer (ISRCTN) Registry
(ISRCTN88693704 und ISRCTN19661956) registriert. Alle Studienteilnehmer haben ihre
schriftliche Einverstdndniserkldirung gegeben. Fiir die statistische Auswertung wurden die
Gruppen zuerst auf eine Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk Test analysiert und die
statistischen Ausreif3er liber Box-plot Analysen ermittelt und fiir die Auswertung entfernt. Fiir
die Analyse der klinischen Parameter und qRT-PCR Analysen der PBMCs und Nitrit-
Plasmakonzentration wurde der nicht-parametrische gepaarte Wilcoxon Rangsummen Test
verwendet. Die Analysen erfolgten mit Hilfe der SPSS Software, Version 18.0 (PASW
Statistics 18, Hong Kong, China) fiir die klinischen Ergebnisse und der SPSS Software,
Version 22 (IBM, Armonk, NY, USA) und Version 23.0 (IBM SPSS Statistics 23, USA) fiir
die Genexpressionsanalysen. Ein p-Wert von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant
gewertet. Die Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben, mit
Ausnahme der RNA Expressionsdaten von TRF1, TRF2, Ku70, Ku80, welche als Mittelwert
+ Standardfehler dargestellt wurden.
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5. Ergebnisse

Molekulare Daten
ISRT-1 Studie

In der ISRT-1 Studie wurden 26 gesunde Probanden vor und nach dem Laufbandtraining
sowie vor und nach ISRT untersucht (Abbildung 2). Es wurde hierbei die
Plasmakonzentration von Nitrit und die fiir den NO Metabolismus relevanten Gene des KKS
und NOS2 analysiert. Die Plasmanitrit-Konzentration dnderte sich weder nach einer Sitzung
ISRT (1.24 + 0.13) noch nach dem Laufbandtraining (1.06 + 0.10) (Abbildung 3A). Die
NOS2 mRNA Expression reduzierte sich nach ISRT (0.46 + 0.11), aber nicht nach dem
Laufbandtraining (0.82 + 0.18) (Abbildung 3B). Weiterhin wurden die Gene der Bradykinin
Rezeptoren BIR und B2R in PBMCs untersucht. Beide Gene spielen eine entscheidende
Rolle bei der Regulation von NOS2 Expression und schubspannungsinduziertem vaskuldren
Remodelling. Die Expression von BIR erhohte sich nach ISRT (2.17 + 0.44) und verringerte
sich nach dem Laufbandtraining (0.57 £ 0.10) (Abbildung 3C). Die B2R Expression
verringerte sich nach ISRT (0.58 £ 0.14), aber nicht nach dem Laufbandtraining (1.32 £ 0.31)
(Abbildung 3D). Die Kallikrein und Kininogen Expression dnderten sich nicht nach ISRT
(0.74 £0.13 und 1.12 £ 0.25) und dem Laufbandtraining (0.77 + 0.14 und 1.13 + 0.28).

Cross-over Studiendesign Pretest und Posttest Studiendesign
ISRT-1 ISRT-2
| Eingangsuntersuchung Eingangsuntersuchung

der gesunden Probanden der pAVK Patienten

1. Sitzung: 35 Minuten 1. Sitzung: 45 Minuten Kurzzeitversuch: 45
Laufbandtraining ISRT Minuten ISRT

2. Sitzung: 45 Minuten 2. Sitzung: 35 Minuten Langzeitversuch: 30
ISRT Laufbandtraining Stunden ISRT

Abbildung 2. Flussdiagramm der ISRT-1 und der ISRT-2 Studie. Die ISRT-1 Studie erfolgte in einem
cross-over Studiendesign. Nach der Eingangsuntersuchung erfolgte die Einteilung in dem
Laufbandtraining oder der ISRT. In einer 2. Sitzung wurde dann die andere Trainingseinheit
durchgefiihrt. Die ISRT-2 Studie untersuchte den Effekt der ISRT in einem Kurz- und Langzeitversuch
in einem Pretest und Posttest Studiendesign.
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Abbildung 3. Laufbandtraining und ISRT in der ISRT-1 Studie

A) Relative Plasma Nitritkonzentration vor und nach ISRT und Laufbandtraining. n = 26. B-D) Genexpressi-
onsdarstellung nach 45 Minuten ISRT und 35 Minuten Laufbandtraining. Die Daten werden als Durch-
schnittswert £ SEM relativ zum Ausgangswert dargestellt. PBMC Expression fiir B) NOS2 (ISRT: n= 19,
Laufbandtraining: n = 18) C) BIR (ISRT: n = 16, Laufbandtraining: n = 10) D) B2R (ISRT: n = 19; Lauf-
bandtraining: n = 20).*p < 0.05. Abbildung modifiziert von Brix et al.’.

ISRT-2 Studie

Die Expression der Zielgene und Plasma-Nitritkonzentration wurde in einem Kurz- und
Langzeitversuch analysiert. Dazu wurden die Messparameter vor ISRT, nach 45 Minuten
ISRT und nach 30 Stunden ISRT ermittelt (Abbildung 2). Die Nitritkonzentration verbesserte
sich nicht nach 45 Minuten ISRT (1.12 £+ 0.10), konnte jedoch nach einer Langzeittherapie
mit ISRT signifikant gesteigert werden (1.64 + 0.25) (Abbildung 4A). NOS2 verringerte sich
dhnlich wie in der ISRT-1 Studie nach 45 Minuten (0.57 + 0.20), aber nicht nach 30 Stunden
Therapie (0.68 + 0.20) (Abbildung 4B). Die BIR mRNA Expression dnderte sich nicht nach
45 Minuten (2.85 + 1.67) oder 30 Stunden ISRT (1.54 + 0.64) (Abbildung 4C). Die B2R
mRNA Expression dnderte sich nicht nach 45 Minuten (0.64 + 0.23) und verringerte sich nach
30 Stunden ISRT (0.44 + 0.18) (Abbildung 4D). Kallikrein mRNA Expression énderte sich
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nicht nach 45 Minuten (0.77 £ 0.28) oder 30 Stunden ISRT (1.09 + 0.56). Kininogen zeigte
wie bei B2R keine Anderung nach 45 Minuten (0.52 + 0.22), aber eine Verringerung nach
Langzeittherapie mit ISRT (0.51 £+ 0.20). Anschlieend wurden die Shelterin Komponenten
TRF-1 und TRF-2 mRNA Expression untersucht. Die TRF-1 Expression verdnderte sich
weder nach einer Einheit (0.67 = 0.25) noch nach 30 Stunden ISRT (1.00 = 0.20). TRF2
Expression erhohte sich nicht nach einer Sitzung ISRT (2.15 + 0.63) und verdoppelte sich
nach 30 Stunden ISRT (2.21 + 0.48). Die Ku Heterodimere Ku70 und Ku80 zeigten keine
Anderung der Genexpression nach 45 Minuten und 30 Stunden ISRT (Ku70: 1.34 + 0.19 und
1.50 £ 0.25, Ku80: 1.44 = 0.36 und 1.31 £ 0.18).
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Abbildung 4. Kurz- und Langzeitversuch in der ISRT-2 Studie

A) Relative Plasma Nitritkonzentration im Kurz- und Langzeitversuch nach ISRT. n = 14. B-D) Genexpres-
sionsdarstellung von PBMCs. Die Daten werden als Durchschnittswert = SEM relativ zum Ausgangswert
dargestellt. Die PBMC Genxpression fiir B) NOS2 (n=11) C) BIR (nach 45 Minuten ISRT: n=9, nach 30
Stunden ISRT: n=10) D) B2R (n=9).*p < 0.05. Abbildung modifiziert von Brix ef al.’.
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Klinische Daten
ISRT-2 Studie

Um die periphere Perfusion bei den pAVK Patienten unter ISRT zu untersuchen, wurde die
systolische Blutflussgeschwindigkeit und die Blutflussbeschleunigung mittels eines
Ultraschallgerdtes in den Kndchelarterien unter Ruhebedingungen und zwischen den
Druckstufen von 40 bis 160 mmHg untersucht. In der Abbildung 5 wird die maximale
systolische Blutflussgeschwindigkeit in Ruhe (A) und unter ISRT (B) anhand eines pAVK
Patienten in der Arteria tibialis posterior exemplarisch dargestellt. Die maximale systolische
Blutflussgeschwindigkeit verdoppelte sich unter der ISRT (47.6 cm/s zu 104 cm/s). Der
weiBle Pfeil markiert den Ubergang von der Therapie zur Ruhe. Die Blutflussbeschleunigung

verbesserte sich von 152.5 cm/s” auf 394.5 cm/s>.
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Abbildung 5. Die periphere Durchblutung verbesserte sich unter ISRT

Die maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit wird in der Arteria tibialis posterior in Ruhe (A)
und unter ISRT (B) exemplarisch bei einem pAVK Patienten dargestellt. Der weille Pfeil markiert den
Ubergang von ISRT zur Ruhe. Abbildung modifiziert von Buschmann und Brix ef al.".

Die FMD Messung in der AB wurde vor und nach 30 Stunden ISRT durchgefiihrt, um die
Endothelfunktion klinisch zu beurteilen. Die absolute Verdnderung des GefdBBdurchmesser
und die prozentuale Verdnderung von der FMD in der AB verbesserte sich nach 30 Stunden
signifikant im Vergleich zum Ausgangswert (0.13 mm £ 0.09 mm zu 0.38 mm + 0.05 mm,
beziehungsweise 2.28 % + 1.85 % zu 8.54 % =+ 1.04 %) (Abbildung 6A und 6B). Die
endothelunabhéngige Gefilerweiterung wurde mit NMD in der AB untersucht. Es konnte

keine Verdnderung der NMD gezeigt werden (0.36 mm = 0.10 mm zu 0.45 mm + 0.08 mm,
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beziehungsweise 9.25 % + 1.8 % zu 9.81 % + 1.74 %) (Abbildung 6C und 6D). Die FMD in
der AFC verbesserte sich nicht signifikant (0.38 mm = 0.08 mm zu 0.67 mm + 0.19 mm).

A B

0.5+ 10.0 4

0.44

o
o
L

g
o
L

0.3

>
o

0.2

r
B!

T . T
Vor ISRT Nach 30 Stunden ISRT Vor ISRT Nach 30 Stunden ISRT

e
o
s

0.1

FMD: Veranderung der AB in mm
FMD: Veranderung der AB in %

0.0

0.6 12.04

o
o
-
°
)

°
by

-

o
©
1
44
o

o
[
h
>
o

e
o

NMD: Veréanderung der AB in mm
N
b

NMD:Veranderung der AB in %

| 0.0
T T
Vor ISRT Nach 30 Stunden ISRT Vor ISRT Nach 30 Stunden ISRT

o
o

Abbildung 6. Langzeit-ISRT verbesserte die flussvermittlete GefaBerweiterung (FMD, in Englisch flow-medi-
ated dilation) in der Arteria brachialis (AB).

Alle Daten werden als Durchschnittswert = SEM angegeben. *p < 0.05. A) FMD: Absolute Veranderung der
AB in mm (n=13). B) FMD: Prozentuale Verdnderung der AB (n=12). C) Nitro-vermittelte GefaBBerweiterung
(NMD, in Englisch nitro-mediated dilation): Absolute Veranderung der AB in mm (N=10). NMD: Prozentuale
Verdnderung der AB (n=10). Abbildung modifiziert von Buschmann und Brix et al."".

Die Gehstrecken der pAVK Patienten wurden fiir ICD und ACD ermittelt und dargestellt. Die
ICD verbesserte sich nach 10, 20 und 30 Stunden ISRT im Vergleich zum Ausgangswert
(92.57 m £ 8.21 m zu 154.86 m + 14.08 m, 227.43 m + 55.72 m und 280 m + 101.28 m). Die
ACD verbesserte sich ebenso nach 10, 20 und 30 Stunden ISRT im Vergleich zum
Ausgangswert (167.82 m + 18.04 m zu 237.14 m = 21.87 m, 328.35 m + 81.36 m, 446.72 m +

133.31 m) (n=14). Der ABI verbesserte sich nicht im Vergleich zum Ausgangswert (0.58 =+
0.03 zu 0.65 £ 0.04) (n=12).
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6. Diskussion

Die pAVK ist eine progressive atherosklerotische Erkrankung, die zwischen 12 bis 15% der
Bevolkerung iiber 65 Jahre betrifft'”’. Bereits bei fortgeschrittener Erkrankung der pAVK
fihren limitierte Gehstrecken zu einem eingeschrinkten bis nicht durchfiihrbaren
konventionellen Laufbandtraining'®. Die ISRT-2 Studie wurde daher durchgefiihrt, um einen
neuen Therapieansatz fiir pAVK Patienten mit einem Fontaine Stage IIB zu untersuchen.
Anhand von klinischen und molekularen Daten konnte in der ISRT-2 Studie erstmals eine

Verbesserung der Endothelfunktion bei pAVK Patienten nach Langzeit-ISRT gezeigt werden.

FMD ist eine etablierte Messung, die die klinische Analyse der Endothelfunktion erlaubt.
Braith et al. beschriecben eine Verbesserung der FMD nach 35 Stunden
Gegenpulsationstherapie in der AB und AFC bei KHK Patienten®. In der ISRT-2 Studie zeigte
sich ebenfalls eine signifikante Verbesserung der FMD in der AB nach 30 Stunden ISRT. Die
FMD Messung in der AFC hingegen zeigte keine statistisch signifikante Verbesserung nach
30 Stunden ISRT, obwohl sich der ermittelte FMD Wert fast verdoppelte. Bei den Messungen
mussten auf Grund von schweren atherosklerotischen Verdnderungen 7 Patienten aus den
Berechnungen ausgeschlossen werden. Statistische Aussagen beruhen hier also nur auf einer
Fallzahl von 7 Patienten. Als weiterer wichtiger Parameter wurde die NMD untersucht. Da die
NMD keine Verdnderungen nach 30 Stunden ISRT zeigte, kann man schlussfolgern, dass die
Ergebnisse der FMD Untersuchungen nicht auf einer erhdhten Nitrosensibilitdt der glatten
Muskelzellen, sondern auf einer verbesserten Endothelfunktion zuriickzufiihren sind. Eine
Anwendung der Gegenpulsations-Therapie schien bei pAVK Patienten bisher nicht ratsam. In
einer Arbeit von Werner et al. zeigte sich eine reduzierte Flussgeschwindigkeit in der Arteria
tibialis posterior um 69% + 23% bei KHK Patienten. Angewendet wurde hier jedoch das
sogenannte gesteigerte Gegenpulsationsverfahren mit Therapiedriicken zwischen 250-300
mmHg’. Die ISRT basiert auf einem modifizierten Gegenpulsations-Verfahren und
ermoglichte erstmals die Therapie von pAVK Patienten in der ISRT-2 Studie. Im Rahmen der
ISRT wurden zur Therapie der Patienten hingegen nur zwei Druckluftmanschetten mit
niedrigen Driicke zwischen 120-160 mmHg verwendet und es fand eine sonographische
Erfassung von Dopplerflussparametern in den fuBBversorgenden Arterien vor Therapiebeginn
statt. In der ISRT-2 Studie konnte dadurch eine erhéhte systolische Blutflussgeschwindigkeit
in den fuBversorgenden Arterien bei pAVK Patienten erzielt werden. Weiterhin wurden die
klinischen Funktionsparameter, die Gehstrecke und der ABI, in der ISRT-2 Studie untersucht.
Die ICD verdreifachte und die ACD verdoppelte sich nach Langzeit-ISRT. Der ABI zeigte
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keine Verdanderung nach 30 Stunden ISRT. In einer Meta-Analyse von Parmenter et al. wurde
in dhnlicher Weise beschrieben, dass sich der ABI trotz Gehstreckenverbesserung nach
Lauftraining nicht verbesserte. Parmenter et al. vermuten, dass eine Blutdruckidnderung nicht
im Zusammenhang mit einer verbesserten Gehstrecke stehen'. Gehstreckenverbesserungen
wurden bisher iiber eine Zunahme der Kollateralgefile um das stenosierte GefdlBareal und
damit einhergehender erhohter Blutflussgeschwindigkeit beschrieben. Es wird dadurch eine
verbesserte Perfusion im betroffenen Gewebe gewihrleistet und damit eine léngere
Gehstrecke erreicht'’. Durch die verbesserte Gehstrecke im Rahmen einer Langzeit-ISRT ist
folglich eine Stimulation des kollateralen GefaBwachstums wahrscheinlich. Arteriogenese ist
hierbei ein wichtiger endogener Kompensationsmechanismus zur Wiederherstellung einer

stabilen Blutperfusion.

Als molekulare Messparameter der Endothelfunktion wurde die Nitritkonzentration in den
ISRT Studien gemessen. Nitrit ist ein Endprodukt von NO und stellt, im Gegensatz zu Nitrat,
die vasoaktive Komponente von den NO Metaboliten dar und reflektiert weiterhin die NOS
Aktivitit'®, Die Plasmakonzentration von Nitrit zeigte keine Verinderung im
Kurzzeitversuch, weder bei gesunden Probanden noch bei pAVK Patienten. Erst nach einer
Langzeittherapie von 30 Stunden ISRT konnte eine signifikante Erhohung der vasoaktiven
Nitrit Plasmakonzentration erzielt werden. Im Zusammenspiel mit der verbesserten FMD und
der erhohten Nitritkonzentration bei pAVK Patienten kann von einer verbesserten
Endothelfunktion nach Langzeittherapie ISRT ausgegangen werden. Als weiterer molekularer
Messparameter wurde die Telomerbiologie in den ISRT Studien untersucht. Eine verminderte
Telomerldnge wird mit der biologischen Alterung assoziiert und konnte bei pAVK Patienten
nachgewiesen werden'”. Telomerlingen in PBMCs gelten zudem als ein MaB fiir das
vaskuldre Alter und damit auch als Richtwert fiir die vaskulire Funktionsfihigkeit***'. Die
Kontrolle der Telomerlénge erfolgt zum einen durch das Enzym Telomerase und zum anderen
durch den Shelterin Komplex. Der Shelterin Komplex besteht aus 6 Proteinen, darunter auch
TRF-1 und TRF-2. Der Ku70/80 Komplex spielt eine entscheidende Rolle bei der DNA
Reparatur. Der entscheidende Mechanismus fiir die Erhéhung der Ku70/80 mRNA in PBMCs
und dem Shelterin Komplex bei Ausdauersport ist die Aktivierung von endothelialer NOS
(NOS3)". In der ISRT-2 Studie konnte nach einem Langzeittraining mit ISRT eine Erhohung
der TRF-2 mRNA gemessen werden, die im Zusammenspiel mit der Plasmanitrit-Erh6hung
auf eine Aktivierung von NOS3 hinweisen konnte. Weiterhin wurden aufgrund der erh6hten
Plasmanitritkonzentration die mRNA Genexpressionen von NOS2 und KKS untersucht. Die

ISRT-1 Studie diente dabei als Pilotphase fiir die ISRT-2 Studie. Die Untersuchung der
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Genexpressionen in PBMCs zeigte nach einer Einheit ISRT eine Herunterregulation von
NOS2 und B2R und eine Erhéhung von BIR in der ISRT-1 Studie. Im Vergleich dazu zeigte
sich in der ISRT-2 Studie ebenfalls eine Herunterregulation der NOS2 mRNA im
Kurzzeitversuch und eine Herunterregulation von B2R und Kininogen mRNA Genexpression
im Langzeitversuch. BI1R gilt als wichtiger Initiator schubspannungs-induzierter
Arteriogenese™. B2R stellt, als Upstream Regulator von NOS2, die Regulation von NOS2,
anti-inflammatorische Signale und vaskulires Remodelling sicher”*. Da das KKS durch pro-
inflammatorische Signale und NF-kB aktiviert wird, konnten unsere Ergebnisse auf einen

%2 Fiir zukiinftige Studien wire

anti-inflammtorischen Effekt nach Langzeit ISRT hinweisen
hierfiir auch die Analyse von leukozytiren Subpopulationen interessant, da diese fiir die
parakrinen regulatorischen Funktionen, wie etwa der Bradykinin- und NO-Signalvermittlung,

bekannt sind**,

Hinsichtlich Limitierungen beim Design und Durchfiihrung der Studien kann das Fehlen einer
Placebo-Gruppe oder aktiven GefaBBsportgruppe genannt werden. Placebo-Gruppen in Studien
zur Gegenpulsationstherapie wurden bislang mit Niedrigdricken von 70 mmHg
durchgefiihrt'. Da unsere Voruntersuchungen jedoch erhdhte Flussgeschwindigkeiten bei 40
mmHg in den Unterschenkelarterien der pAVK Patienten zeigten, konnte keine solche
Placebo-Gruppe fiir die ISRT verwendet werden. Ein Laufbandtraining wére aufgrund der
starken Claudicatio-Beschwerden bei den meisten Patienten nicht mehr mdglich gewesen. Ein
Patientenkollektiv mit pAVK Patienten ausschlieBlich im Fontaine Stadium Ila wére fiir ein
kontrolliertes Studiendesign mit Laufbandtraining interessant. Die ISRT-2 Studie diente als
Pilotstudie, um den Effekt von ISRT erstmals bei pAVK Patienten zu untersuchen. Die
Fallzahl stellt hiermit eine Studienlimitation dar, obwohl vielversprechende erste Ergebnisse
gezeigt werden konnten. Um weitere Aussagen iiber den Effekt von ISRT bei pAVK

Patienten vornehmen zu kdnnen, sind weitere Studien mit groeren Fallzahlen ratsam.

Zusammenfassend konnte ISRT als neues nicht-invasives Therapieverfahren fiir pAVK
Patienten etabliert werden. Nach 30 Stunden ISRT verbesserte sich die Endothelfunktion,
sowohl anhand des klinischen Parameters FMD als auch durch den molekularen
Endothelmarker Nitrit und die initiale und absolute Gehstrecke um mehr als das Doppelte im
Vergleich zu den Ausgangspunkten. Fiir die weitere Evaluation der ISRT fiir pAVK Patienten

wurde nun bereits eine Studie mit einer groBeren Fallzahl initiiert.
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