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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) ist eine autosomal-rezessive vererbte Erkrankung mit
einer geschatzten Pravalenz von 1:25.000 bis 1:56.000 (Kranenburg et al. 2019; Stumpf
et al. 2021). Ursachlich sind Mutationen im ABCC6 (ATP-binding cassette subfamily C
member 6) Gen, das ein Transmembranprotein kodiert, welches hauptsachlich in der
Leber exprimiert wird. Durch die Mutationen ist der Pyrophosphat Stoffwechsel gestort,
es kommt es zu einer ektopen Kalzifizierung (Jansen et al. 2013) insbesondere der
elastischen Fasern des Bindegewebes (Addison et al. 2007). Typische Symptome sind
neben typischen Veranderungen der Haut und des Augenhintergrundes mit zunehmenden
Visusverlust, auch eine friih einsetzende Atherosklerose mit Verschluss der grof3en
Arterien (Stumpf et al. 2021; Stumpf et al. 2020). Trotz der hohen genetischen
Determination ist die klinische Prasentation individuell sehr unterschiedlich. Ein
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Genotypen und dem Phanotyp konnte
bisher nicht nachgewiesen werden (Bartstra et al. 2021; Stumpf et al. 2022). Einen
relevanten Biomarker flr ektopische und arterielle Kalzifizierung zu identifizieren blieb,
gemessen an der Anzahl der vorhandenen Biomarker, bislang ohne Erfolg (Goluke et al.
2022). AuRerdem beeinflussen Lebensstilveranderungen und klassische kardiale
Risikofaktoren ebenfalls den Krankheitsverlauf, was die Suche nach einem pradiktiven
Biomarker ebenfalls erschwert. Im Zusammenhang mit der Mutation im ABCC6 Gen
konnte bereits eine Storung des Lipoprotein Stoffwechsels beschrieben werden
(Brampton et al. 2021; Ibold et al. 2021; Kuzaj et al. 2014). Bis zum jetzigen Zeitpunkt
konnte eine Dyslipidamie nicht mit dem Schweregrad von PXE in Kontext gesetzt werden.
Gleichwohl scheint sich eine lipidsenkende Therapie vorteilhaft auf den Krankheitsverlauf
auszuwirken (Guo et al. 2013; Tiemann et al. 2021). Die Rolle des Lipoprotein(a) wurde

bisher nie im Zusammenhang mit PXE beschrieben

Die vorliegende Studie zielte darauf ab, mdgliche Biomarker eines potenziell schweren
Verlaufs von Pseudoxanthoma elasticum aus der Gruppe der Lipoproteine zu

identifizieren. Analog zum pathophysiologischen Ablauf der Atherogenese (Libby et al.



2019) war die zugrunde liegende Hypothese, dass erhohte LDL und/oder Lp(a)-Werte
einen Einfluss auf die Schwere der pAVK bei Patient*innen mit PXE haben. Darlber
hinaus wurde untersucht, ob es eine mdgliche Assoziation zwischen dem Lipidprofil und
der klinischen Symptomatik, erfasst Mithilfe der Klassifikation nach Fontaine (siehe
Tabelle 1), bei PXE gibt.

(Tab. 1, Klassifikation der pAVK nach Fontaine und Rutherford)

Fontaine Rutherford
Stadium  Klinisches Bild Grad Kategorie Klinisches Bild
| asymptomatisch 0 0 asymptomatisch
Ila Gehstrecke > 200 m | 1 leichte Claudicatio
b Gehstrecke < 200 m | 2 maBige Claudicatio
| 3 schwere Claudicatio
1] ischamischer Ruheschmerz I 4 ischamischer Ruheschmerz
v Ulkus, Gangran 11} 5 kleinflachige Nekrose
11} 6 grofflachige Nekrose

1.2 Patienten und Methoden

Unser Patientenkollektiv wurde im Zeitraum zwischen Januar 2018 und Dezember 2022
akquiriert. Es wurden zunachst 112 konsekutive Patient*innen mit PXE, die sich zum
ersten Mal in der Angiologischen Ambulanz der Uniklinik Bonn vorgestellt haben,
retrospektiv untersucht. Gemessen an der Gesamtzahl der PXE-Patient*innen in
Deutschland, reprasentiert unser Patientenkollektiv etwa 10 % der deutschen PXE-
Patient*innen. Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitat
Bonn begutachtet und fur ethisch vertretbar befunden (Antrag Nr. 126/21). Die
Durchfuhrung richtete sich nach den Leitlinien, vorgegeben durch die Deklaration von

Helsinki, in ihrer aktuellen Form.

Retrospektiv wurden alle Patient*innen mit PXE erfasst, die sich zwischen Januar 2018
und Dezember 2022 erstmalig in der Angiologischen Ambulanz des Universitatsklinikums
Bonn vorgestellt haben. Von jedem der 112 Studienteilnehmer*innen wurde vor Beginn
der Untersuchung eine schriftliche Einverstandniserklarung unterzeichnet. Die Diagnose
der Erkrankung wurde durch eine Hautbiopsie in Kombination mit den aus der Augenklinik
erhobenen Befunden der Fundoskopie oder anhand der genetischen Analyse gesichert.

52 Patient*innen, die sowohl ein vollstandiges Lipidprofil, bestehend aus



Gesamtcholesterin, Triglyceriden, HDL- , LDL-Cholesterin und Lipoprotein(a) aufwiesen,
als auch zum Zeitpunkt der Erstanalyse keine lipidsenke Therapie erhielten, wurden in

weiteren Analysen eingeschlossen.

1.3 Untersuchungen

Zu den umfassenden angiologischen Untersuchungen gehorten die ABI-Messung, die
farbkodierte Duplexsonographie der Beinarterien, sowie das standardisierte Gehtraining

auf dem Laufband bzw. einem Sechs-Minuten-Gehtest bei Sehbehinderung.

Aulerdem wurden die Blutuntersuchungen nach klinischem Standard und einer
Nuchternzeit von acht Stunden Uber eine Venenpunktion in der Ellenbeuge durchgeflhrt.
Anschlieend wurden die Proben umgehend im Zentrallabor des Universitatsklinikums
Bonn mittels enzymatischer Quantifizierung analysiert. Mithilfe der Immunturbodimetrie
wurde der Lp(a)-Spiegel analysiert. Fir alle Laborwerte wurde dabei das Cobas® c502

von Roche / Hitachi® verwendet.

Die ABI-Messung (Ankle-Brachial Index, Kndchel-Arm-Index) stellt eine schnelle,
schmerzfreie und nicht-invasive, gefalimedizinische Untersuchung zur Diagnose
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) dar. Dabei wird der systolische
Blutdruck der Arme und der Beine mithilfe einer Doppler-Sonographie oder
automatisierten Manschetten gemessen. Der ABI-Wert ergibt sich, indem der systolische
Blutdruck der unteren Extremitat dividiert wird, durch die systolischen Blutdruckwerte der
oberen Extremitat. Ein Wert unter 0,9 weist auf eine atherosklerotische Veranderung hin,
wahrend Werte Uber 1,4 auf Mediasklerose hindeuten konnen. Die Mediasklerose, auch
als Ménckeberg-Sklerose bezeichnet, ist eine GefalRerkrankung, die charakteristisch die
Tunica Media der mittelgrof3en Arterien, vor allem der unteren Extremitat, betrifft. Sie engt
nicht das Lumen des betroffenen Gefaldes ein, erhdht jedoch stark die kardiovaskulare
Morbiditat und Mortaliltat.

Die farbkodierte Duplexsonographie (FKDS) ist ein wesentliches, nicht-invasives
Verfahren zur Diagnostik der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK), die eine
prazise hamodynamische Beurteilung von Gefaldveranderungen erlaubt. Sie kombiniert

die B-Bild-Sonographie mit der Doppler-Sonographie und ermdglicht so die gleichzeitige



Darstellung der GefaBmorphologie und der Blutflussgeschwindigkeit. Durch die
Farbkodierung werden zusatzlich Stromungsrichtungen und -geschwindigkeiten visuell

differenziert.

Zu den wesentlichen Vorteilen der FKDS in der GefaRdiagnostik gehéren die schnelle
Verfugbarkeit, die eine sofortige Visualisierung der GefalRstruktur und des Blutflusses
prasentiert. Dadurch kénnen Stenosen und Thrombosen schnell diagnostiziert und
therapiert werden. Aullerdem geht die Untersuchung ohne Belastung ionisierender

Strahlen einher und stellt eine kostenglinstige Variante zur CT- oder MR-Diagnostik dar.

Bei Patient*innen, die anamnestisch keine genaue Angabe uUber die Claudicatio
intermittens machen konnten, wurde eine standardisierte Untersuchung auf dem
Laufband durchgeflhrt. Die Laufbanduntersuchung dauerte finf Minuten, wurde mit einer
Geschwindigkeit von 3,2 km/h und einer Steigung von 12% durchgefuhrt, anhand der

gemessenen Gehstrecke konnte so die Fontaine-Klassifikation ermittelt werden.

1.4 Statistische Analyse

Alle Variablen werden entweder als absolute Zahlen mit prozentualen Anteilen fir
kategoriale Variablen oder als Mittelwert + Standardabweichung fur kontinuierliche
Variablen angegeben. Die Beziehung zwischen den verschiedenen Lipidfraktionen (TGC,
TC, LDL, HDL, Lp(a)) und der Fontaine-Klassifikation wurde mittels eines ordinalen
Regressionsmodells analysiert, wobei die Fontaine-Klassifikation als abhangige Variable
diente. Zur Minimierung von Storfaktoren erfolgte eine Anpassung um Alter, Geschlecht,
Body-Mass-Index (BMI), arterielle Hypertonie, Diabetes und die Anzahl der Packyears als
Kovarianz. Aufgrund der Analyse von flnf Ergebnisvariablen wurde ein Signifikanzniveau
von p < 0,01 angesetzt, basierend auf der Bonferroni-Korrektur zur Kontrolle der

Fehlerinflation durch Mehrfachtests.

Zur weiterfGhrenden Analyse wurden die Patient*innen entsprechend ihres Lp(a)-Spiegels
in zwei Gruppen eingeteilt (<120 nmol/l vs. 2120 nmol/l), basierend auf der aktuellen
internationalen Datenlage (Grundy et al. 2019; Stumpf et al. 2023), die Lp(a)-
Konzentrationen Uber 120 nmol/l als kardiovaskularen Risikofaktor einstufen.

Unterschiede in den Ausgangsmerkmalen zwischen diesen Gruppen wurden mit dem



Pearson-Chi-Quadrat- und Cramer's V-Test fur kategoriale Variablen sowie dem Student's

t-Test fur kontinuierliche Variablen statistisch ausgewertet.

1.5 Ergebnisse

Die vollstandigen Ergebnisse sind in Tabelle | dargestellt. Von den in die Studie
eingeschlossenen PXE-Patient*innen wiesen 44 Personen (84,6 %) eine periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) auf. Davon litten 25 Patient*innen (48,1 %) an einer
symptomatischen pAVK, die gemal} der Fontaine-Klassifikation den Stadien lla oder IlIb

zugeordnet wurde.

In der untersuchten PXE-Patientengruppe wurden die folgenden mittleren Blutfettwerte

gemessen (siehe Abbildung 1 der Originalpublikation):

Triglyzeride (TGC): 135,8 + 105,8 mg/dIl (Bereich: 44—662 mg/dl)

Gesamtcholesterin (TC): 175,4 + 52,1 mg/dl (Bereich: 99—-370 mg/dl)

High-Density-Lipoprotein (HDL): 63,0 + 18,2 mg/dl (Bereich: 31-102 mg/dI)

Low-Density-Lipoprotein (LDL): 96,7 + 40,5 mg/dl (Bereich: 44—-230 mg/dl)

Lipoprotein(a) [Lp(a)]: 64,7 £ 93,5 nmol/l (Bereich: 7-399 nmol/l)

Aus der durchgefihrten Regressionsanalyse und Kontrolle der kardiovaskularen
Risikofaktoren ergab sich lediglich im Hinblick auf Lipoprotein(a) eine signifikante
Assoziation mit dem Schweregrad der pAVK. Die Odds Ratio betrug hier 1,01 (95 %-
Konfidenzintervall: 1,00-1,02; p = 0,004).

Insgesamt wiesen zwolf Patient*innen einen Lp(a)-Spiegel von Uber 120 nmol/l auf. Davon
litten elf Patient*innen (91,7 %) an einer symptomatischen pAVK in den Fontaine-Stadien
lla oder llb. ZweiunddreiBig dieser Patient*innen hatten Lp(a)-Werte unter 120 nmol/l,
dennoch eine pAVK 2= Stadium 1. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des Kndchel-Arm-Index (ABI), der Pravalenz vaskularer Verschllisse oder
hochgradiger arterieller Stenosen. Ebenso waren keine relevanten Unterschiede in Bezug
auf kardiovaskulare Risikofaktoren (Geschlecht, Alter, Anzahl der Packungsjahre, BMI,

arterielle Hypertonie, Diabetes) erkennbar. In Abbildung 2 werden alle eingeschlossenen
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PXE-Patient*innen aufgefuhrt. Proband*innen mit symptomatischer pAVK (Fontaine-

Stadien lla oder IIb) wiesen jedoch signifikant hohere Lipoprotein(a)-Spiegel auf.

1.6 Diskussion

Diese Studie stellt die bis zu diesem Zeitpunkt grofdte Auswertung von Blutfettwerten bei
PXE-Patient*innen dar und ist die erste, die einen Biomarker fur einen schweren
symptomatischen Verlauf identifizieren konnte. Die zugrunde liegende Hypothese, nach
der erhohte Lipidwerte einen Einfluss auf die klinische Schwere der pAVK haben,
gemessen anhand der Klassifikation nach Fontaine, konnte hinsichtlich des Lp(a)
bestatigt werden. Andere Fraktionen der Serumlipide hatten dagegen keinen Einfluss auf
die Schwere der vaskularen Beteiligung im Rahmen von PXE. Die Bestimmung des Lp(a),
kann somit wahrscheinlich helfen, Patient*innen friiher zu erkennen, die ein hohes Risiko
haben an einer symptomatischen pAVK zu erkranken. Dies ist flr den klinischen Alltag
relevant, denn die Claudicatio intermittens stellt, abgesehen von dem frih einsetzenden
Visusverlust, die grof3te Beeintrachtigung der Lebensqualitat dar. Die Messung von Lp(a)
bei Erstdiagnose der PXE, bietet eine Mdglichkeit, Patient*innen mit einem erhéhten
Risiko zu identifizieren. Die Interpretation der ordinalen Regressionsanalyse zeigt, dass
fur jedes nmol/L die Wahrscheinlichkeit um 1 % steigt, an einem hohergradigen Fontaine
Stadium zu erkranken. Die sonstige Auswertung des Lipidprofil in dieser Kohorte zeigte
keinen Zusammenhang mit dem Schweregrad einer peripheren arteriellen

Verschlusskrankeit. Dies steht im Einklang mit vorhergehenden Studien.

Die Rolle der Lipoproteine war bereits das Ziel mehrerer vorangegangener Studien. Im
Jahre 2001 beschrieben Wang et al. erstmals von einer Dysregulation der Blutlipide, in
Verbindung mit einem ABCC6 Mangel (Wang et al. 2001), die mit einem erhdhten
Gesamtcholesterin und niedrigen HDL-Werten einhergingen. In darauffolgenden Studien
konnte der Einfluss des Gesamtcholesterins nicht erneut beschrieben werden. Eine
andere Studie, die zeitgleich zu unserer stattgefunden hat, verglich die Lipidprofile von
PXE-Patient*innen mit denen der Allgemeinbevdlkerung. Die Ergebnisse zeigten nur
marginale Unterschiede auf, die zu keiner klinischen Relevanz fuhren, bzw. nicht fur eine

vorzeitige Gefaldverkalkung sprechen (Harmsen et al. 2023). Des Weiteren wurde auf die
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Auswertung von HDL nicht mehr eingegangen (Germain et al. 2003; Kornet et al. 2004).
Weitere und substanziellere Belege stammen aus Studien an PXE-Hautfibroblasten, die
eine erhohte Cholesterinbiosynthese und erhohte Werte der Proproteinkonvertase
Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) aufgrund einer erhohten HMG-CoA-Reduktase-Aktivitat
und eines erhdhten Transkripts fur PCSK9 zeigten (Kuzaj et al. 2014). Studien an einem
ABCC67-Mausmodell fir PXE ergaben, dass die HDL-Spiegel bei ABCC67-Mausen um
25 % reduziert waren (Gorgels et al. 2005). Im Jahr 2021 beschrieben Brampton et al. bei
Mausen mit ABCC6-Mangel und bei PXE-Patient*innen eine parallele Dyslipidamie und
Atherosklerose als Folge eines ABCC6-Mangels (Brampton et al. 2021). Die Autoren
dieser Studie beschrieben reduzierte HDL-Spiegel bei einer Kohorte von 34 PXE-
Patient*innen, was zu der Annahme fuhrte, dass niedrige HDL-Spiegel zur
Gefalverkalkung bei PXE beitragen konnten. Die Autoren erzeugten aullerdem ein
ABCC67 und LDL-Rezeptor (LDLr)” Doppelknockout- und ein ABCC6*- und LDLr”"
haploinsuffizientes Mausmodell, die mit ABCC6** und LDLr"-Méusen verglichen wurden.
Hierbei war der HDL-Mangel bei ABCC6*- haploinsuffizienten Mausen ausgepragt. Die
Bildung von atherosklerotischer Plaque trat jedoch unabhangig von den
Ernahrungsbedingungen und in Abwesenheit von Dyslipidamie auf, was auf eine
LDL/HDL-unabhangige Entwicklung der Gefallverkalkung bei PXE hindeutet. In keiner
dieser Studien wurde jedoch Lp(a) als moglicher beitragender Faktor in Betracht gezogen.
Die Auswirkungen von Lp(a) auf die Atherogenese ist erst in den letzten drei Jahrzehnten
in den wissenschaftlichen Fokus geriuckt, wohingegen der Einfluss von
Gesamtcholesterin, HDL und LDL bereits umfassend untersucht worden ist. Die
Konzentration von Lp(a) ist Uberwiegend genetisch determiniert, seine Struktur ist dem
LDL-Cholesterin sehr &hnlich. Uber eine Disulfidbriicke ist der LDL-Partikel mit der
auReren Hulle (Apo(a)) verbunden. Apolipoprotein(a) besitzt strukturelle Ahnlichkeit zu
Plasminogen, jedoch nur zwei von funf Kringeldomanen (Tasdighi et al. 2024 ). Durch die
geringe Grofle kann Lp(a) durch molekulare Poren in die arterielle Intima eindringen und
wird dort oxidiert. Durch Pro-inflammatorische Stimuli induziert es eine Gefallentzindung.
Daraufhin werden Immunzellen wie Lymphozyten und Monozyten rekrutiert. Die daraus
entstehenden Makrophagen verschlingen weitere Lipoproteine und verwandeln sich zu
Schaumzellen, durch Einwanderung weiterer glatter Muskelzellen kommt es zum

Remodelling und zur Entstehung von atherosklerotischen Plaques. Die Ahnlichkeit von
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Apo(a) zu Plasminogen, konnte ebenfalls die strukturellen Eigenschaften der Plaques
verandern, woraus eine hdhere Rupturgefahr resultiert (Bjornson et al. 2024; Boffa et al.
2019). Erhohte Lipoprotein(a) Werte gelangen zunehmend in den Fokus bei der
Entwicklung bzw. bei dem Progress der pAVK (Gudbjartsson et al. 2019; Guédon et al.
2022), der Einfluss auf die koronare Herzkrankheit wurde dabei bereits mehrfach
beschrieben (Grundy et al. 2019). Die Hypothese, dass ein geringer HDL-Wert ein
Risikofaktor fur die Bildung von atherosklerotischen Plaques ist, wurde durch unsere
Ergebnisse nicht unterstitzt. Alle quantifizierten Blutfettwerte, wie Triglyceride,
Gesamtcholesterin, HDL und LDL lagen im Referenzbereich und zeigten keinen

Zusammenhang mit dem Schweregrad einer pAVK.

Unsere Studie zeigte eine signifikante Korrelation in Bezug auf erhdhtes Lipoprotein(a)
und dem klinischen Schweregrad einer pAVK. Die Haufigkeit von arteriellen Verschlissen
und ABI-Werte wiesen keine relevanten Unterschiede zwischen hohen und niedrigen
Lp(a)-Spiegeln auf. Man konnte diese Tatsache so interpretieren, dass erhdhte Lp(a)-
Spiegel den Progress einer pAVK beschleunigen, jedoch nicht der initiale Trigger des
atherosklerotischen Prozesses bei PXE sind. Die positive Korrelation zwischen erhohtem
Lp(a)-Spiegel und Schweregrad der pAVK mit der Interpretation, dass Lp(a) den Progress
der pAVK beschleunigt, wurde erklaren, warum Patient*innen mit hohen Lp(a)-Spiegeln
Uber eine verstarkte Claudicatio intermittens klagen, wahrend Patient*innen mit niedrigen
Spiegeln seltener Uber eine Claudicatio intermittens berichten. Sie hatten nach dieser

Hypothese mehr Zeit fur eine Kollateralisierung ihrer arteriellen Verschlisse.

Um das Risiko fur die Entwicklung, einer symptomatischen pAVK und das Risiko fur einen
schnellen Progress zu evaluieren, sollte -bei unbekanntem Lp(a)-Spiegel- nach der
Erstdiagnose der PXE ein Lp(a)-Spiegel bestimmt werden. Aul’erdem sollten diese
Patient*innen engmaschig Uberwacht und regelmaRige Gehtrainings gefordert bzw.

durchgefuhrt werden.

Weitere Registeranalysen und Langsschnittstudien sind erforderlich, um maogliche
Biomarker fir eine schnelle Krankheitsprogression bei Patient*innen mit PXE besser zu

untersuchen.
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1.7 Beschrankungen

Die Aussagekraft dieser Studie wird mafigeblich durch die begrenzte StichprobengroflRe
eingeschrankt, was sowohl auf die Seltenheit von PXE als auch auf die strengen
Einschluss- und Ausschlusskriterien  zurUckzufihren ist. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass innerhalb der untersuchten Kohorte isolierte Effekte
auftreten. Darlber hinaus begrenzt das monozentrische und retrospektive Studiendesign

die Generalisierbarkeit der Ergebnisse.

Obwohl potenzielle Stoérfaktoren in der Analyse bericksichtigt wurden, bleibt der
Krankheitsverlauf von PXE komplex und wird vermutlich durch zahlreiche weitere
Einflussfaktoren, wie Begleiterkrankungen und systemische Entziindungsprozesse,
mitbestimmt. Es ist daher moglich, dass nicht erfasste Storvariablen die Ergebnisse

beeinflusst haben.

Trotz der signifikanten Assoziation zwischen dem Lp(a)-Spiegel und dem Kklinischen
Schweregrad der pAVK gemal Fontaine-Klassifikation muissen weitere potenzielle

EinflussgrofRen berucksichtigt werden, die in dieser Untersuchung nicht erfasst wurden.

1.8 Zusammenfassung

In dieser retrospektiven Studie konnte erstmals ein Zusammenhang zwischen erhdhten
Lp(a)-Werten und dem Schweregrad der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
(PAVK), ermittelt anhand der Fontaine-Klassifikation, bei PXE-Patient*innen festgestellt
werden. Die vorliegende Evidenz unterstitzt nicht die Annahme, dass Patient*innen mit
PXE reduzierte HDL-Werte aufweisen. Vielmehr deuten unsere Ergebnisse darauf hin,
dass die Erfassung von Lp(a) in einem frihen Krankheitsstadium helfen konnte, jene
Patient*innen zu identifizieren, die ein erhdhtes Risiko flr eine rasche Progression
besitzen und bei denen daher eine engmaschigere Uberwachung sowie ein verstarktes

Gehtraining von Noten ist.
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Summary: Background: Pseudoxanthoma elasticum (PXE) is a rare, inherited disease characterised by specific skin lesions,
progressive loss of vision and early onset atherosclerosis. Atherosclerosis in PXE leads to an increased rate of vascular
occlusion and severe intermittent claudication. Although genetically determined, the individual course of PXE is highly
variable. Up to now, there is no sufficient parameter to identify individuals at risk of rapid disease progression. This present
study focused the lipid profile of patients with PXE and its possible influence on the clinical severity of peripheral artery
disease (PAD). Patients and methods: 112 patients with PXE were retrospectively screened. Patients without a complete lipid
profile consisting of total cholesterol (TC), triglycerides (TGC), high-density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL) and
Lipoprotein(a) (Lplal) where excluded as well as patients with already initiated lipid-lowering therapy. 52 patients met the
inclusion criteria. An age-adjusted ordinal regression model was applied to determine the association of each lipid fraction
with the severity of PAD assessed as Fontaine classification. Results: The lipid profile of patients with PXE was unremarkable
(TGC: 135.8+105.8 mg/dl; TC: 172.5+44.4 mg/dl; HDL: 63.0£18.2 mg/dl; Lp[a]: 64.7+93.5 nmol/l). Ordinal regression showed a
significant association of Lp(a) with the severity of PAD with an odds ratio of 1.01 (1.00-1.02; p = 0.004), whereas the other
fractions of the lipid profile had no significant influence. Conclusions: This study provides the largest evaluation of blood lipids
up to now and the first characterization of Lp(a) levels in patients with PXE. We were able to provide first evidence of a
correlation between elevated levels of Lp(a) and the severity of PAD. The present results suggest that determination of Lp(a) in
early stages of PXE could help to identify patients at risk of rapid disease progression and with the need of intensified walking
exercise training.

Keywords: High-density lipoprotein (HDL), lipid profile, lipoprotein(a), low-density lipoprotein (LDL), peripheral artery disease
(PAD), pseudoxanthoma elasticum (PXE)

Introduction

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) is a rare, hereditary
disease with an estimated prevalence ranging from of 1 in
56,000 to 1 in 25,000 of the general population [1, 2]. Its
main clinical hallmarks are characteristic skin lesions,
progressive loss of vision, early-onset atherosclerosis, and
microvascular alterations [2, 3]. Underlying pathology are
recessively inherited mutations of the ABCC6 (ATP-
binding cassette subfamily C member 6) gene encoding a
transmembrane protein mainly expressed in the liver.
The ABCC6 protein is involved in the homoeostasis of
pyrophosphate, which is a main regulator of ectopic calcifi-
cation [4], the pathologic calcification of soft connected
tissues and fragmentation of elastic fibres [5]. Given the

Vasa (2024), 53 (5), 3562-357
https://doi.org/10.1024/0301-1526/a001134

genetic entity of the disease, its potentially severe course,
and the accompanying reduction of the quality of life [6]
the search for possible predictive biomarkers indicating
severity and speed of disease progression is crucial for indi-
vidual risk stratification. However, although the disease is
genetically determined, the individual phenotype is highly
variable. Genotype-phenotype correlations have so far
failed to provide sufficient explanation for the phenotypic
variability [7, 8]. Serum pyrophosphate levels, although
decreased in PXE patients, also do not correlate with dis-
ease progression [9]. However, with regard to the number
of possible biomarkers and their interactivity, identification
of potential biomarkers of ectopic and arterial calcification
is complex [10]. Presumably, they are also influenced by
various factors, such as genetic interactions or modifiers,

© 2024 Hogrefe



M. J. Stumpf et al.,, The role of Lp(a) in PXE

22

363

individual lifestyle and social background, but also
“classic” cardiovascular risk factors like smoking habits,
diabetes or hypercholesterolemia.

The role of lipoproteins in promoting or, in case of high-
density lipoprotein (HDL), reducing cardiovascular risk
is already well-known [11, 12]. However, even though
disturbed lipoprotein homeostasis has been described in
context with ABCC6-deficiency [13, 14, 15], dyslipidaemia
has not yet been associated with disease progression or vas-
cular phenotype in PXE, although lipid-lowering therapy
seems to have a beneficial effect [16, 17]. Knowledge on
the influence of lipoproteins on the vascular manifestation
of PXE would therefore provide an easy and generally
acknowledged tool to assess the risk of rapid disease pro-
gression and reduced quality of life in patients with PXE.

The present study therefore intended to clarify the role
of blood lipids as possible predictive biomarkers in patients
with PXE. Further, this study aimed at identifying a possi-
ble association of the lipid profile with the clinical severity
of the vascular manifestation of PXE assessed as Fontaine
classification.

Patients and methods

This study was conducted according to the principles of the
Declaration of Helsinki for Human Research and has been
approved by the ethics committee of the University Hospi-
tal in Bonn (application number: 126,/21). Written informed
consent of all participants was obtained of all participants
prior to examination.

Patients

112 patients with PXE, who had applied for the first time to
the Angiological Department of the University Hospital of
Bonn between January 2018 and December 2022, were
retrospectively screened. The diagnosis of PXE was
confirmed either genetically or by skin biopsy combined
with the results of fundoscopy. Patients without complete
lipid profile, consisting of total cholesterol (TC), triglyc-
erides (TGC), high-density lipoprotein (HDL), low-density
lipoprotein (LDL) and lipoprotein(a) (Lp[a]), as well as
patients with ongoing or recent (up to three months prior
to examination) lipid lowering therapy with statins or
PCSK9-inhibitors were excluded. 52 eligible patients were
included for description of the general lipid profile and
ordinal regression analysis.

Blood testing

Blood samples were taken after a fasting period of at least
eight hours. HDL, LDL and TGC were enzymatically quan-
tified using a Cobas® ¢502 system of Roche/Hitachi®©.
Lp(a) levels were analysed via immunoturbidimetry
also using a Cobas® c502 system of Roche/Hitachi©.

© 2024 Hogrefe

Regarding Lp(a), lower detection limit was 7 nmol/1. There-
fore, all values <7 nmol/l were equated with 7 nmol/I.

Angiological assessment

Angiological examinations comprised measurement of ankle
brachial index (ABI) and color-coded duplex sonography
(CCDS) of the lower extremity arteries. ABI was calculated
by dividing the systolic blood pressure of the distal periph-
eral arteries of the lower limbs (tibialis posterior artery and
dorsalis pedis artery) by the mean systolic blood pressure
of both brachial arteries. The diagnosis of PAD depended
on the presence of any atherosclerotic plaque of the lower
extremity arteries documented in B-mode during CCDS
resulting in relevant atherosclerotic stenosis or occlusion
or, respectively, the presence of any atherosclerotic plaque
accompanied by an ABI value < 0.9. Plaque was defined
as abnormal protrusion into the lumen and/or abnormal
wall texture [18]. Fontaine stages (see the electronic supple-
mentary material [ESM] 1) were evaluated via anamnesis.
If anamnesis regarding intermittent claudication was
inconclusive, standardized exercise training on the treadmill
or, if visual impairment hindered the use of the treadmill,
six-minute walk test was performed to determine the indi-
vidual Fontaine stage.

Statistical analysis

All variables are presented as mean + standard deviation
(continuous variables) or as numbers with percentages
(categorical variables). The association of the different lipid
fractions (TGC, TC, LDL, HDL, Lp[a]) and Fontaine’s
classification was evaluated using an ordinal regression
model with Fontaine’s classification as dependent variable
and adjusted for age, gender, body mass index (BMI),
arterial hypertension, diabetes, and the number of pack-
years as possible confounding factors. As five outcome vari-
ables were evaluated, a p-value <0.01 was considered
significant (according to Bonferroni’s correction for multi-
ple testing).

To further visualize possible differences in baseline
characteristics between patients with high and low Lp(a)
levels, patients were subdivided in two groups Lp(a) groups
(<120 nmol/1vs. >120 nmol/I). Cut-off-values for grouping
were derived from current international guidelines [19, 20]
which consider Lp(a) values higher than 50 mg/dl (or
120 nmol/], respectively) a risk-enhancing factor. Differ-
ences in baseline characteristics between the groups were
evaluated via Pearson’s Chi-Square and Cramer’s V test
for categorical variables and student’s t-test for continuous
variables.

Results

Detailed results are presented in Table I. Of all included
patients with PXE, 44 patients (84.6%) suffered from

Vasa (2024), 53 (5), 352-357
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Table I. Results

Subgroups
Total (n = 52) Lp(a) <120 nmol/l (n = 40) Lp(a) >120nmol/l (n = 12) p*
Gender (female [%]) 34 (65.4) 25 (62.5) 9 (75.0) 0.507
Age (years) 50.3 £ 13.2 49.4 + 14.0 53.1 +10.4 0.407
Packyears (years) 56+ 120 59+ 129 4.6 + 85 0.765
BMI [kg/m] 26.2 £ 4.8 26.1 £5.0 26.5 £ 4.4 0.761
Arterial hypertension (%) 28 (53.8) 22 (55.0) 6 (50.0) 1.000
Diabetes (%) 3(5.8) 2 (5.0 1(8.3) 1.000
Fontaine classification 0.005
Stage 0 (%) 8 (15.4) 8 (20.0) 0 (0.0)
Stage | (%) 19 (36.5) 18 (45.0) 1(8.3)
Stage lla (%) 14 (26.9) 7 (17.5) 7 (568.3)
Stage Ilb (%) 11(21.2) 7 (17.5) 4 (33.3)
Stage Il (%) 0 (0.0) 0 (0.0 0 (0.0)
Stage IV (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
ABI <0.9 (%) 27 (51.9) 20 (50.0) 7 (568.3) 0.746
ABI >1.4 (%) 1(1.9) 1(2.5) 0 (0.0) 1.000
Mean ABI 0.95 + 0.22 0.97 +0.22 0.90 + 0.22 0.367
Relevant Stenosis (%)** 32 (61.5) 23 (57.5) 9 (75.0) 0.330
Occlusion (%)*** 16 (30.8) 11 (27.5) 5 (41.7) 0.478
Triglycerides [mg/dl] 136.8 £ 105.8 132.6 £ 111.5 146.6 + 87.7 0.691
Total cholesterol [mg/dl] 175.4 + 521 168.4 + 43.0 199.0 + 72.4 0.186
HDL [mg/dl] 63.0 £ 18.2 61.7 +17.6 67.3 +20.2 0.175
LDL [mg/dl] 96.7 + 40.5 94.2 + 42.0 105.1 + 35.1 0.209
Lp(a) [nmol/l] 64.7 + 93.5 205+ 21.4 211.9 + 90.4
*Refers to the difference between the two subgroups, Lp(a) <120 nmol/l and Lp(a) >120nmol/L.
**Any relevant atherosclerotic stenosis of the lower extremity arteries (stenosis > 50%).
***Any atherosclerotic occlusion of the lower extremity arteries.
Notes. ABI: ankle brachial index; BMI: body mass index; HDL: high-density lipoprotein; Lp(a): lipoprotein(a); LDL: low-density lipoprotein.
Table II. Influence’ of blood lipids on clinical severity of PAD?
Lipid fraction OR (95%-Cl) p
" Triglycerides 1.00 (0.99-1.01) 0.740
§ Total cholesterol 1.00 (0.98-1.01) 0.514
§ Low-density lipoprotein 0.99 (0.98-1.00) 0.140
= High-density lipoprotein 1.03 (0.99-1.06) 0.114
Lipoprotein(a) 1.01 (1.00-1.02) 0.004
"Calculated by using an ordinal regression model adjusted for age, gender,
BMI, arterial hypertension, diabetes, and number of packyears.

Triglycerides Total High-density Low-density Lipoprotein
[mgr/di] cholesterol  lipoprotein lipoprotein  (a) [nmol/l]
[mg/dl] [mgy/dl] [mg/dl]

Figure 1. Mean levels of blood lipids in patients with pseudoxanthoma
elasticum.

PAD; a total number of 25 patients (48.1%) presented with
symptomatic PAD according to Fontaine stages Ila or IIb.

Within the present sample of PXE patients, the following
mean values of blood lipids were detected (Figure 1): TGC
(range: 44-662; mean: 135.8 + 105.8 mg/dl), TC (range:
99-370; mean: 175.4 + 52.1 md/dl), HDL (range: 31-102;
mean: 63.0 *+ 18.2 mg/dl), LDL (range: 44-230; mean:
96.7 + 40.5 mg/dl) and Lip(a) (range: 7-399; mean:
64.7 + 93.5 nmol/l). An ordinal regression model to assess
the influence of the different lipid fractions on Fontaine’s
classification, controlled by age, body mass index (BMI),

Vasa (2024), 53 (5), 352-357

’Assessed as Fontaine classification.
Notes. BMI: body mass index; Cl: confidence interval; OR: odds ratio; PAD:
peripheral artery disease.

arterial hypertension, diabetes, and the number of pack-
years as possible confounding variables, was applied
(Table II). Here, only Lp(a) showed a significant association
with the severity of PAD with an odds ratio of 1.01 (confi-
dence interval: 1.00-1.02; p = 0.004).

A total number of twelve patients presented with Lp(a)
values higher than 120 nmol/l. Of those, the vast majority
(11 patients, 91.7%) suffered from symptomatic PAD
(Fontaine stages Ila or IIb). No differences occurred
regarding ABI values, frequencies of vascular occlusion or
high-grade arterial stenosis. Notably, no relevant differ-
ences regarding cardiovascular risk factors (gender,
age, number of packyears, body mass index, arterial

© 2024 Hogrefe
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Figure 2. Mean Lp(a) levels in relation to the clinical severity of PAD
assessed via Fontaine’s classification of PAD. Lp(a): lipoprotein(a);
PAD: peripheral artery disease.

hypertension, diabetes) occurred. Mean Lp(a) levels were

relevantly higher in patients suffering from symptomatic
PAD (Fontaine stages Ila or IIb) (Figure 2).

Discussion

Aside the ophthalmologic manifestation, intermittent
claudication is the main limitation of quality of life for
patients with PXE [6]. Yet there still is no sufficient param-
eter to predict the severity of the vascular manifestation in
patients with PXE [2]. The present study provides the
largest evaluation of blood lipids of patients with PXE and
is the first to identify a possible parameter by which individ-
uals with high risk of developing symptomatic PAD may be
identified. According to the results of ordinal regression
analysis, quantification of Lp(a) may be a valuable tool to
assess the risk of intermittent claudication, but not the
severity of the disease assessed by CCDS. The results of
the ordinal regression can be interpreted as meaning that
for every nmol/L a patient has a 1% higher chance of being
assigned to a higher Fontaine stage. Other fractions of the
lipid profile, especially HDL and LDL, had no relevant
influence on the severity of PAD in this study’s collective.
In PXE, dysregulation of blood lipids because of ABCC6-
deficiancy was first reported by Wang et al. (2001) [21],
who reported elevated total cholesterol und low HDL in a
patient with PXE. The authors associated this finding with
the patients ABCC6 variant. Other studies were not able to
reproduce the finding of elevated total cholesterol in
patients with PXE whereas HDL levels were mostly not
reported [22, 23]. Further and more substantial evidence
derived from studies on PXE dermal fibroblasts showing
an increased cholesterol biosynthesis and elevated levels
of proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9)
due to increased HMG CoA reductase activity and elevated
transcript for PCSK9 [15]. Studies on a ABCC6”" mouse
model of PXE revealed that HDL levels in ABCC6” mice
were reduced by 25% [24]. In 2021, Brampton et al.
described parallel dyslipidemia and atherosclerosis as a
result of ABCC6 deficiency in ABCC6 deficient mice and
PXE patients [13]. The authors of this study described
reduced HDL levels in a cohort of 34 PXE patients which

© 2024 Hogrefe

led to the assumption that low HDL-levels may contribute
to vascular calcification in PXE. The authors further gener-
ated an ABCC6”" and LDL receptor (LDLr)”~ double
knockout and ABCC6"" and LDLr”" haploinsufficient
mouse model, which were compared with ABCC6** and
LDLr”" mice. Herein, HDL deficiency was pronounced in
ABCC6"" haploinsufficient mice. The formation of
atherosclerotic plaque, however, occurred independently
from dietary conditions and in the absence of dyslipidemia
suggesting an LDL/HDL-independent development of
vascular calcification in PXE. However, none of these stud-
ies considered Lp(a) as possible contributing factor.

The role of blood lipids and especially the influence of
HDL and LDL on atherogenesis in general has already
been extensively described [12]. The role of Lp(a) in
atherogenesis, on the other hand, has only become a main
scientific focus in the past three decades. Lp(a) is an LDL
cholesterol-like particle whose concentration is largely
genetically determined [19, 25]. Due to its size Lp(a) is able
to enter the arterial intima through molecular pores,
where it is oxidised. In the intima it induces vascular
inflammation, arterial remodeling and promotes the
generation of foam cells and, therefore, atherosclerotic
plaque formation [19]. Besides its influence on coronary
artery disease and myocardial infarction [19], Lp(a) is
incrementally acknowledged as main player in develop-
ment and progress of PAD [26, 27].

In this present study, the levels of triglycerides, total
cholesterol, LDL and HDL where within reference range
(compared to reference values for the healthy adult popula-
tion as provided by the central laboratory of the University
Hospital Bonn) and showed no association with the clinical
severity. Therefore, our results do not support the hypoth-
esis of reduced HDL levels as one contributing factor of
atherogenesis in PXE. Lp(a), on the other hand, showed a
significant association with clinical severity assessed as
Fontaine classification. ABI values and the frequency of
vascular occlusion did not differ significantly between
patients with high and low Lp(a). This may indicate, that
disturbed Lp(a) levels do not induce atherosclerosis in
PXE but could promote the speed of its progression.
This would explain intensified claudication in patients with
high Lp(a), whereas collateralization in patients with low
Lp(a) and slower progression prevents intermittent claudi-
cation. Therefore, Lp(a) should be determined shortly after
the diagnosis of PXE is made to identify individuals at high
risk of developing symptomatic PAD. Those patients
should be closely monitored, walking exercise training
should be fostered.

Register analysis and longitudinal studies are needed to
further investigate possible biomarkers of rapid disease
progression in patients with PXE.

Limitations

This study is mostly limited by its sample size which is not
only due to the rareness of PXE but also rigorous exclusion
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criteria. Therefore, we cannot rule out the possibly of an
isolated effect within our sample. Monocentric and retro-
spective study design further limit the validity of our
results. Although possible confounders were addressed in
the analysis, disease progression of PXE likely is influenced
by multiple other factors such as comorbidities and sys-
temic inflammation. Therefore, the present results may
be influenced by confounders not assessed in this study.
Although the level Lp(a) was significantly associated with
the clinical severity of PAD assessed as Fontaine classifica-
tion, many other influencing cofactors can be assumed.

Conclusions

This study provides the largest evaluation of blood lipids up
to now and contains the first characterization of Lp(a)
levels in patients with PXE. We were able to provide first
evidence of a correlation between elevated levels of Lp(a)
and the severity of PAD assessed as Fontaine classification.
The hypothesis of reduced HDL levels in patients with PXE
is not supported by the present results. Our results suggest
that determination of Lp(a) in early stages of PXE could
help to identify patients at risk of rapid disease progression
and with the need of a more closely monitoring and inten-
sified walking exercise training.

Electronic supplementary material

The electronic supplementary material is available with the
online version of the article at https://doi.org/10.1024/
0301-1526/2001134.

ESM 1. Classification of PAD according to Rutherford
grades and categories and Fontaine stages (Table).
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