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Abkiirzungen und Symbole

Ubersicht iiber die verwendeten Abkiirzungen und Symbole
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ACE
BMI
BNP
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CKD
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HDL
HRP
IQR
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kDa
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MDRD
Na/Pi
N, n
NO

p

rpm
RNA
R, r
RR
RU

SD
TMB

VS

Arterien

angiotensin converting enzyme

body mass index

brain natriuretic peptide

complementary desoxyribonucleic acid
chronic kidney disease

estimated glomerular filtration rate
enzyme linked immunosorbent assay
fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor

high density lipoprotein

horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
Interquartils-Range, Interquartilsabstand
Kidney disease outcomes quality initiative
Kilodalton

low density lipoprotein

modification of diet in renal disease
Natrium-abhangiger Phosphat-Transporter
Anzahl

Stickstoffmonoxid

Wahrscheinlichkeit

rounds per minute

ribonucleic acid

Korrelationskoeffizient

Riva Rocci

relative unit

standard deviation, Standardabweichung
Tetramethylbenzidin

versus



Hilfsmittel

Ubersicht iiber die verwendeten Hilfsmittel

Eppendorf Centrifuge 5415C, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heraeus Megafuge 1.0R, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Human FGF-23 (C-Term) ELISA Kit, Immunotopics Inc., San Clemente, USA
Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Corporation, Redmond, USA

SPSS Statistics 13.0.1 und 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL 60606, USA
TECAN Hydroflex Washer, Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz
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1 Ubersicht

Hintergrund und Arbeitshypothese

Patienten mit chronischer Nierenerkrankung leiden unter einer systemischen Va-
sosklerose und einem dadurch konsekutiv erhohten Risiko fur kardiovaskulare Er-
krankungen und einer erhohten Mortalitat. Eine mogliche Erklarung hierfir kann ein
gestorter Calcium-Phosphat-Stoffwechsel sein, der im Wesentlichen durch niedrig-
normales Serum-Calcium, Hyperphosphatdmie, sekundaren Hyperparathyreo-
idismus, niedrige Vitamin-Ds-Spiegel und hohe FGF-23-Spiegel gekennzeichnet ist.
FGF-23 ist ein erst kurzlich entdecktes Protein, dem eine Schlusselrolle in der Regu-
lation des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels zukommt. Es steigert zum einen die
renale Phosphatausscheidung und senkt zum anderen gleichzeitig die Spiegel des
zirkulierenden Calcitriols. In Vorarbeiten konnten erhdhte FGF-23-Spiegel mit einer
erhdhten kardiovaskularen Sterblichkeit dialysepflichtiger Patienten assoziiert wer-
den. Bei Patienten mit chronischer nicht-dialysepflichtiger Niereninsuffizienz waren
hohe FGF-23-Spiegel Pradiktoren fur die Progredienz der renalen Grunderkrankung.
Der Einfluss auf kardiovaskulare Endpunkte ist bei dieser Patientensubpopulation
bislang nicht hinlanglich untersucht worden.

Wir formulieren die Hypothese, dass bei Patienten mit nicht-dialysepflichtiger chroni-
scher Nierenerkrankung erhohte FGF-23-Spiegel im Plasma unabhangig von etab-
lierten kardiovaskularen Risikofaktoren mit einer erhdhten Inzidenz kardiovaskularer

Ereignisse und einer erhdhten kardiovaskularen Mortalitat assoziiert sind.

Patientenkollektiv und Methoden

In einer prospektiven Langsschnittstudie wurden 152 Patienten mit chronischer nicht-
dialysepflichtiger Nierenerkrankung (im Stadium K/DOQI 1-5) beobachtet. Mit kon-
ventionellen Labormethoden wurden bei Studienbeginn kardiovaskulare Risikofakto-
ren sowie etablierte Parameter der Nierenfunktion und des Calcium-Phosphat-
Metabolismus bestimmt; mittels ELISA wurden die Spiegel von C-terminalen FGF-23
gemessen und die Patienten anhand ihrer FGF-23-Spiegel stratifiziert.

Es erfolgte ein Follow-Up der Patienten Uber 3 Jahre, wobei das Auftreten eines
kombinierten Endpunktes bestehend aus kardiovaskularen Ereignissen oder Tod er-

fasst wurde.
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Ergebnisse

Zu Studienbeginn korrelieren die FGF-23-Spiegel signifikant mit den eGFR-Werten
(R=0,603; p <0,001), dem Phosphat-Spiegel (R = 0,437; p < 0,001), und dem Para-
thormon-Spiegel (R = 0,591; p < 0,001). Patienten mit hdheren FGF-23-Spiegeln (>
104 RU/mI) zeigen signifikant ein schlechteres ereignisfreies Uberleben als Patienten

mit niedrigeren Spiegeln (< 104 RU/ml).

Schlussfolgerung und Ausblick

Erstmalig konnte gezeigt werden, dass hohe FGF-23-Spiegel als unabhangige Pra-
diktoren fur das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen und kardiovaskularer Mor-
talitat bei chronisch nierenkranken nicht-dialysepflichtigen Patienten dienen konnen.
Eine therapeutische Senkung von erhdhten FGF-23-Spiegeln, z. B. durch den Ein-
satz von oralen Phosphatbindern, kdnnte daher eine wertvolle neue Behandlungsop-
tion zur Prognoseverbesserung bei chronischer Nierenerkrankung darstellen, welche

in zukunftigen Interventionsstudien uberpruft werden sollte.

1.1 Plasma FGF-23 levels — a predictor of cardiovascular mortali-
ty in CKD patients?

Background and Hypothesis

Patients with chronic kidney disease (CKD) suffer from systemic vascular calcifica-
tion, which contributes to their substantial cardiovascular comorbidity and their in-
creased mortality. Such vascular calcification may partly be explained by a disturbed
calcium-phosphate metabolism, which is mainly characterized by hypo- to
normocalcemia, hyperphosphatemia, secondary hyperparathyroidism, hypovitamino-
sis D3 and elevated plasma FGF-23 levels.

The recently discovered protein FGF-23 plays a key role in the regulation of calcium-
phosphate metabolism by increasing renal phosphate excretion and by lowering
plasma calcitriol levels. Prior studies associated increased FGF-23 levels with in-
creased cardiovascular mortality in CKD patients undergoing dialysis treatment. In
non-dialysis dependent CKD patients, high FGF-23 levels predicted CKD progres-
sion, while their impact on cardiovascular events has not been examined sufficiently.

We hypothesized that increased plasma FGF-23 levels are independently associated
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with an increased incidence of cardiovascular morbidity and mortality in CKD patients

not undergoing dialysis treatment.

Materials and Methods

We recruited 152 patients suffering from CKD stages K/DOQI 1-5 into a prospective
longitudinal study. Established cardiovascular risk factors, as well as parameters of
renal function and of calcium-phosphate metabolism were measured by routine la-
boratory methods. Plasma levels of C-terminal FGF-23 were measured via ELISA,
and patients were stratified according to their FGF-23 levels. Patients were followed
for a mean of 3 years for the combined endpoint of incident cardiovascular events or
death.

Results

Baseline the plasma FGF-23 levels significantly correlate with eGFR (R = 0.603,
p < 0.001), with plasma phosphate (R = 0.437, p <0.001) and with serum parathyroid
hormone (R = 0.591, p < 0.001). Patients with higher FGF-23 levels (> 104 rU/mL)
had significantly worse event-free survival compared to patients with lower FGF-23
levels (= 104 rU/mL).

Conclusion and Outlook

We report for the first time that high FGF-23 levels independently predict future car-
diovascular events and mortality in non-dialysis dependent CKD patients. A thera-
peutic reduction of elevated FGF-23 levels by using e. g. oral phosphate binders
holds promise as a new therapeutic strategy to improve prognosis in CKD patients,

the benefit of which will have to be studied in interventional trials.
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2 Einleitung

21 Fragestellung

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz unter Dialysebehandlung haben ein mas-
siv erhdhtes Risiko, kardiovaskulare Komplikationen zu entwickeln im Vergleich zu
nicht nierenkranken Patienten [1]. Zu den klassischen, in zahlreichen Studien etab-
lierten kardiovaskularen Risikofaktoren wie systemarterieller Hypertonie, Nikotinabu-
sus, Hyperlipidamie, Adipositas, Diabetes mellitus und familiare Disposition treten
nicht-klassische Risikofaktoren hinzu, innerhalb derer Stérungen im Calcium-
Phosphat-Stoffwechsel eine zentrale Bedeutung aufweisen [1].

Der gestorte Calcium-Phosphat-Stoffwechsel chronisch nierenkranker Menschen ist
durch ein niedriges bis normales Serum-Calcium, normales bis erhdhtes Serum-
Phosphat, niedriges Calcitriol (1,25-(OH),-Vitamin-D3) sowie hohe Parathormon-
Spiegel [2] gekennzeichnet. Hyperphosphatamie, niedriges Calcitriol und Hyperpara-
thyreoidismus sind voneinander unabhangige Pradiktoren flr das Auftreten kardi-
ovaskularer Ereignisse und/oder kardiovaskularer Sterblichkeit, was in grof3en epi-
demiologischen Studien bei Patienten mit terminaler chronischer Nierenerkrankung
gezeigt werden konnte [3;4;5].

Die aktuell verfuUgbaren Therapieoptionen in der Behandlung chronisch nierenkranker
Patienten, wie eine frihzeitige medikamentdse Intervention mit ACE-Hemmern und
Statinen [6;7], die Korrektur einer renalen Anamie durch die Verabreichung von
Erythropoetinderivaten [8] und die Optimierung einer notwendigen Dialysebehand-
lung [9] erzielen leider keine wesentliche Verbesserung der Prognose chronisch nie-
renkranker Patienten. Umso mehr bendtigen wir neue therapeutische Ziele, um das
deutlich erhdhte kardiovaskulare Risiko bei chronisch nierenkranken Patienten glns-
tig beeinflussen zu kénnen.

Ein potentieller Ansatzpunkt ergibt sich aus unserem in den letzten Jahren modifizier-
tem Verstandnis des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels, nachdem das Protein FGF-23
als ein wichtiger phosphaturisch wirkender Regulator identifiziert werden konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu zeigen, ob ein erhdhter FGF-23-Spiegel im
Plasma neben den tradierten Risikofaktoren ein unabhangiger Pradiktor fur das Auf-
treten kardiovaskularer Erkrankungen oder Mortalitat bei nicht-dialysepflichtigen Pa-

tienten mit chronischer Nierenerkrankung unterschiedlicher Genese ist und ob somit
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Studienergebnisse bei chronisch dialysepflichtigen Patienten [3;4] auf chronisch nie-

renkranke nicht-dialysepflichtige Patienten Ubertragbar sind.

2.2 Fibroblast Growth Factor FGF

2.21 Entdeckung von FGF-23

Die klinische Relevanz von FGF-23 beim Menschen wurde im Zusammenhang mit
Untersuchungen erblicher Phosphat-Stoffwechselerkrankungen erstmals evident.
Fast zeitgleich mit der Entdeckung des FGF-23 bei Mausen im Jahr 2000 von Ya-
mashita et al. [10] konnte FGF-23-cDNA aus einem Osteomalazie - induzierenden
Tumor kloniert werden [11].

Ahnliche klinische Erscheinungsbilder und Laborkonstellationen finden sich auch bei
anderen Phosphat-Stoffwechselerkrankungen, wie z. B. der autosomal dominant
vererbten hypophosphatamischen Rachitis, der X-chromosomal vererbten Hypo-
phosphatamie oder bei anderen autosomal rezessiv vererbten hypophosphat-
amischen Osteomalazien.

Bei all diesen Krankheitsentitaten sind die FGF-23-Spiegel erhoht [12;13;14]. Im Ge-
gensatz dazu lassen sich die Hyperphosphatamie und die extraossare Calcifizierung
von Gefallen und Geweben bei Patienten mit tumorinduzierter Hyperphosphatamie
und Calcinose auf funktionell inaktivierende Mutationen des FGF-23-Gens zurlckfuh-
ren [11].

2.2.2 Biochemischer Aufbau der FGF-Proteine

Die Fibroblasten-Wachstumsfaktoren sind eine Familie von Polypeptiden, die alle
eine gemeinsam verwendete zentrale Peptidkette aufweisen, die aus ungefahr 120
hoch konservierten Aminosaureresten besteht und an ihrem N- und C-terminalen
Ende von unterschiedlichen variablen Peptidketten erganzt wird.

Die raumliche Anordnung der Zentralregion ist vor allem Uber die Beta-
Faltblattstruktur mit einigen Schleifenbildungen erklart [15].
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Ausgehend von phylogenetischen Untersuchungen wurden 7 Subfamilien der
menschlichen FGF’s identifiziert. Die FGF-19 Subfamilie umfasst 3 Proteine:
FGF-19, FGF-21 und FGF-23.

2.2.3 Physiologische Funktionen von FGF beim Menschen

2.2.3.1 Funktionen der FGF-19-Subfamilie

FGF-19, FGF-21 und FGF-23 erfullen verschiedene physiologische Funktionen. Die
physiologische Hauptfunktion des FGF-23 ist die Regulierung des Phosphat-
Stoffwechsels im Sinne einer Anpassung der renalen Phosphat-Elimination an die
orale Phosphataufnahme mit dem Ziel konstanter Serum-Phosphat-Spiegel. FGF-19
inhibiert die Translation des Enzyms Cholesterol-7-a-Hydroxylase (CYP7A1), das
den geschwindigkeitsbestimmenden ersten Schritt der Gallensauresynthese darstellt.

FGF-21 spielt bei der Glucose-Aufnahme in Fettzellen eine Schlusselrolle [16].

2.2.3.2 Subfamilienspezifische Eigenschaften

Als Alleinstellungsmerkmal verfigen die Proteine der FGF-19-Subfamilie (FGF-19,
FGF-21, FGF-23) in der Abgrenzung zu anderen FGF-Subfamilien Uber eine subfa-
milienspezifische Disulfid-Bricke, die eine zentrale Rolle in der Stabilisierung der
atypischen Beta-Faltblattstruktur spielt. Diese spezifische atypische Beta-
Faltblattstruktur  unterscheidet sich wesentlich vom gewohnlichen Beta-
Faltblattaufbau der Zentralregion anderer FGF-Proteine. Durch diese Modifikation in
der Protein-Konfirmation ist eine Allosterie bedingt, die moglicherweise als Erklarung
der geringeren Bindungsaffinitat zu Heparin dienen kann [11;15]. Wahrend FGF-
Proteine anderer Subfamilien vor allem an die Heparin-Sulfat-Gruppe, die an der
Zelloberflache der produzierenden Zellen exprimiert ist, binden und dann parakrin
wirken, konnen die Proteine der FGF-19-Gruppe im Gefallsystem verteilt werden und
an unterschiedlichen Zielstrukturen im gesamten Organismus systemische Effekte

auslosen [11;17].
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224 FGF-23

2.2.4.1 Biochemischer Aufbau von FGF-23

FGF-23 ist eine Proteinkette, die aus 251 Aminosauren aufgebaut ist und ein Moleku-
largewicht von 26 kDa aufweist. Die Aminosauresequenz besteht aus einem N-
terminalen Signalpeptid (Aminosauren 1 - 24), der eigentlichen funktionellen Amino-
sauresequenz (Aminosauren 25 - 180) und einer C-terminalen, langen subfamilien-
spezifisch variierten Sequenz. Die biologisch aktive Sequenz entsteht durch die Akti-
vitat einer Proprotein-Convertase vom Sustilin-Typ [18;19]. Die biologische Halb-
wertszeit im systemischen Blutkreislauf liegt bei gesunden Individuen um eine Stun-
de [20]. Seine funktionelle Wirkung vermag FGF-23 durch Bindung an seinen memb-
ranstandigen Rezeptor insbesondere bei Anwesenheit des Co-Rezeptors Klotho

auszuiben.

2.2.4.2 Klotho-Co-Faktor und FGF-Rezeptoren

2.2.4.2.1 Biochemischer Aufbau des Klotho-Co-Faktors

Klotho ist eine 130 kDa R-Glucuronidase, die transmembran exprimiert ist und B-
Steroid-Glucocorticoide hydroxylieren kann. Klotho wurde 1977 erstmals von Kuro-o
et al. [21] beschrieben. Die Transkription und Translation von Klotho konnte vorwie-
gend in renalen Tubuluszellen, Zellen der Nebenschilddrise und Zellen des Plexus
choroideus [22] nachgewiesen werden [11].

Klotho-defiziente Mause zeigten einen beschleunigten Alterungsprozess und eine

aggravierte generalisierte Arteriosklerose.

2.2.4.2.2 FGF-Rezeptoren — Struktur und Expression

Der FGF-Rezeptor FGF-R besteht aus einer extrazellularen Domane, die in 3 Sub-
domanen eine strukturelle Verwandtschaft zu Immunglobulinen aufweist, sowie einer
intrazellularen Proteinstruktur, die funktionell mit der Tyrosinkinase interagiert. Durch
alternatives RNA-Splicing werden multiple FGF-Rezeptor-Isoformen generiert [11].

Die Isoformen 1 - 4 zeichnen sich durch eine hohe Aktivitat der Tyrosinkinase aus.

Die extrazellularen Domanen des FGF-R-1 und FGF-R-2 bestehen entweder aus
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zwei oder drei Immunglobulin-G-ahnlichen Strukturen, die gemeinsam das allosteri-
sche Zentrum zur Bindung von Liganden bilden. Durch alternatives Splicing der co-
dierenden RNA entstehen Epithel- und Mesenchym-spezifische Isoformen [23;24;25].

2.2.4.2.3 Zusammenspiel von FGF-23, FGF-R und Klotho

Nachdem FGF-23-defiziente Mause ahnliche Phanotypen wie Klotho-defiziente Mau-
se aufwiesen [11;26;27], wurde eine gemeinsame pathophysiologische Endstrecke in
der Signalkaskade vermutet. So konnte gezeigt werden, dass FGF-23 an den FGF-
Rezeptor mit hoherer Affinitat bei gleichzeitiger Anwesenheit von Klotho (als funktio-
nellem Co-Faktor) binden kann als FGF-23 alleine [28].

Klotho weist eine hohe Bindungsaffinitat zu den FGF-Rezeptoren FGF-R-1 bis FGF-
R-4 mit einer Praferenz fur die mesenchymalen Isoformen auf [11]. Im Zusammen-
spiel von Klotho und FGF-23 am FGF-Rezeptor kommt es zur Induktion der Tyrosin-

kinase-abhangigen Phosphorylierungs- und Aktivierungskaskade.

2.2.4.3 Physiologische Funktionen von FGF-23 bei Nierengesunden

In erster Linie wird FGF-23 von Osteoblasten synthetisiert sowie in die Blutbahn se-
zerniert und dient der Aufrechterhaltung einer Phosphathomdostase. Ob FGF-23 an
der kurzfristigen Regulation der Phosphatstoffwechsels beteiligt ist oder erhdhte
FGF-23-Werte eher eine mittel- bis langfristig gestorte Phosphathomoostase reflek-
tieren, ist aktuell noch nicht klar. Die physiologischen Regulationsvorgange werden

genauer in Kap. 2.2.4.4.3 erlautert.

2.2.4.4 Pathophysiologische Funktionen von FGF-23 bei chronisch nierenkran-
ken Patienten

2.2.4.4.1 Konventionelle Vorstellung des sekundéren Hyperparathyreoidismus

In der konventionellen Modellvorstellung entsteht die renale Form eines sekundaren
Hyperparathyreoidismus als Folge steigender Phosphat-Spiegel bei abnehmender
renaler Clearance und kompensatorischer Erhdhung des Parathormons zur Steige-

rung der Phosphat-Ausscheidung.
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Darlber hinaus tragt zur Stimulation der Parathormon-Sekretion eine mangelnde
Synthese von Calcitriol bei. Diese verminderte Vitamin Ds-Bildung bedingt einerseits
eine konsekutive Abnahme des supprimierenden Effektes von Vitamin D3 auf die
Biosynthese von Parathormon in der Nebenschilddrise, und andererseits eine ver-
minderte gastrointestinale Calcium-Resorption, welche wiederum Uber eine konseku-
tive Senkung des Serum-Calcium-Spiegels in einer weiteren Stimulation der Parat-
hormon-Sekretion mundet [11].

Wahrend in fortgeschrittenen Stadien der chronischen Niereninsuffizienz der Vitamin
Ds;-Mangel uber eine verminderte renale Syntheseleistung erklart wird, scheitert die-
ses Modell in Phasen milder bis moderater Niereninsuffizienz, in denen auch bezug-
lich anderer renaler Synthesevorgange (Erythropoetin etc.) keine wesentliche Kom-
promittierung vorliegt. Es kann hier keine StellgroRe benannt werden, die zu einer
derartig ausgepragten Suppression der Vitamin D3;-Spiegel (mit konsekutivem Hy-

perparathyreoidismus) fuhrt.

Nebenschilddriise Parathormon-Spiegel 4
I ¥ Vitamin D,-Spiegel Niere Phosphatausscheidung®

¥ Serum-Calcium-Spiegel Blut Serum-Phosphat-Spiegel
¥ Calciumabsorption GIl-Trakt Phosphatabsorption ¥

Abb. 1: lllustration der konventionellen Vorstellung der Genese eines renal bedingten sekundéren

Hyperparathyreoidismus. Rote Pfeile illustrieren eine gleichsinnige, blaue Pfeile eine gegensinnige

Wechselwirkung der benannten Stellgré3en. Die kleinen schwarzen Pfeile veranschaulichen die bei
chronischer Nierenerkrankung typischerweise messbaren Verdnderungen.

Selten tritt ein sekundarer Hyperparathyreoidismus bei normaler Nierenfunktion auf,

welcher enteral durch ein Malassimilationssyndrom mit verminderter Calcium-
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Resorption, hepatisch bei Leberzirrhose durch fehlende Hydroxylierung von Vitamin

D3 zu 25-OH-D3 oder auch durch fehlende Sonnenlichtexposition bedingt sein kann.

2.2.4.4.2 Modifizierte Vorstellung des sekundéren Hyperparathyreoidismus

Die konventionelle Vorstellung der Genese eines sekundaren Hyperpara-
thyreoidismus kann nicht erklaren, warum es bereits in K/DOQI-Stadium 2 und 3 ei-
ner chronischen Niereninsuffizienz zur signifikanten Abnahme der renalen Expressi-
on des Schlusselenzyms 1-a-Hydroxylase kommt, wohingegen andere renal vermit-
telte Synthese- und Sekretionsvorgange, wie z. B. die Erythropoetin-Sekretion in die-
sen Stadien der chronischen Niereninsuffizienz nicht in gleichem Ausmal} kompro-
mittiert werden [29]. Zudem wird das Enzym 1-a-Hydroxylase auch in extrarenalen

Geweben exprimiert, wo zusatzlich Calcitriol synthetisiert werden kann [30].

I Nebenschilddrise Parathormon-Spiegel

¥ Vitamin D;-Spiegel Niere Phosphatausscheidung ¥
¥ Serum—CaIcmm—Splegel Blut Serum-Phosphat-Spiegel #

I l \\ 1
Ve |

§ Calciumabsorption GI-Trakt Phosphatabsorption

Abb. 2: lllustration der Genese eines renalen sekundéren Hyperparathyreoidismus. Bei CKD kommt
es lber die Erniedrigung der renalen Phosphat-Elimination zur Erhéhung des Serum-Phosphat-
Spiegels, dies erhéht den FGF-23-Spiegel. FGF-23 versucht eine Normalisierung des Serum-
Phosphates liber eine verminderte gastrointestinale Phosphat-Absorption und liber eine funktionell
erhéhte renale Phosphatelimination (Hemmung der renalen Phosphat-Reabsorption) zu bewirken.
Gleichzeitig senken hohe FGF-23-Spiegel die Vitamin Ds-Spiegel. Erniedrigtes Vitamin D3 fiihrt zur
verminderten gastrointestinalen Phosphat-Absorption und verminderten gastrointestinalen Calcium-
Absorption. Der dadurch sinkende Serum-Calcium-Spiegel und das niedrige Vitamin D3 bedingen eine
erhéhte Freisetzung von Parathormon. Rote Pfeile illustrieren eine gleichsinnige, blaue Pfeile eine
gegensinnige Wechselwirkung der benannten Stellgré3en. Die kleinen schwarzen Pfeile veranschauli-
chen die bei chronischer Nierenerkrankung typischerweise messbaren Verénderungen.
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Diese Lucke in der Modellvorstellung kann Uber das schon in friihen Stadien einer
chronischen Niereninsuffizienz erhdhte FGF-23 [31] und dessen physiologischer Wir-
kung geschlossen werden, welche eine Hemmung der Synthese von Vitamin D3 um-
fasst. Da FGF-23 bereits in frihen Stadien der chronischen Nierenerkrankung an-
steigt, sind die Calcitriol-Spiegel in starkerem Male gesenkt, als dies aufgrund des
Verlustes funktioneller Nephrone zu erwarten ware. Dieser Calcitriol-Mangel bewirkt
direkt und indirekt Uber eine verminderte gastrointestinale Calcium-Resorption mit
konsekutiver Hypocalciamie eine vermehrte Parathormon-Bildung [32].

So nimmt FGF-23 fur die Erklarung eines sekundaren Hyperparathyreoidismus in
den Fruhstadien einer chronischen Niereninsuffizienz eine Schllsselrolle ein: erhdhte
FGF-23-Spiegel sind zur Aufrechterhaltung einer Normophosphatamie bei durch die
Niereninsuffizienz bedingter Phosphatretention erforderlich. Die niedrigeren Calcitriol-
Spiegel mit der Konsequenz dadurch erhéhter Parathormon-Sekretion als Folge er-
hohter FGF-23-Spiegel werden als untergeordnete Stellgrolen zugunsten der Nor-

mosphosphatamie in Kauf genommen.

2.2.4.4.3 FGF-23 und Phosphathaushalt

Die renale Phosphatelimination wird physiologisch hauptsachlich durch die proxima-
len Tubuszellen gesteuert. Diese exprimieren einen Na/Pi Typ Il Co-Transporter an
ihrer apikalen Membran, der die Phosphatausscheidung reguliert [33]. Der Hauptan-
teil der renalen Phosphat-Reabsorption wird Uber den Subtyp des Na/Pi Typ lla Co-
Transporters vermittelt, wahrend ca. 30 % der Phosphationen-Reabsorption tUber den
Subtyp des Na/Pi Typ lic Co-Transporters vermittelt wird [34].

FGF-23 Ubt seinen phosphaturischen Effekt Uber eine Reduktion der Expression des
Na/Pi Typ lla Co-Transporters an der apikalen Membran der proximalen Tubuluszelle
aus [35].

Hohe FGF-23-Spiegel kdnnen bei fortgeschrittener chronischer Nierenerkrankung als
physiologischer Kompensationsversuch gegenuber einer abnehmenden Zahl von
intakten Nephronen interpretiert werden, um die Phosphatausscheidung an den we-
niger vorhandenen noch funktionierenden Glomerula zu steigern und dadurch die
Serum-Phosphat-Spiegel konstant zu halten. Die Folgen sind eine gesteigerte Phos-
phat-Ausscheidung im Urin sowie eine Verminderung der Calcitriol-Synthese mit indi-

rekter Inhibition der intestinalen Phopsphat-Absorption.
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Als zusatzlich mdglicher Wirkungsort des FGF-23 wird eine verminderte gastrointes-
tinale Resorption von Phosphat durch eine FGF-23-vermittelte Reduktion der Ex-
pression des Na/Pi Typ lIlb Co-Transporters in den intestinalen Schleimhauten disku-
tiert [36].

Dank dieser Regulationsmechanismen weisen die meisten Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung erst bei terminaler Niereninsuffizienz (K/DOQI 5) erhdhte Phos-
phat-Spiegel auf, wenn der phosphaturische Effekt der FGF-23-Sekretion aufgrund
eines Mangels an funktionsfahigen Glomerula versagt.

So kann man bei Dialyse-Patienten eine bis zu 100-fach erhéhte FGF-23-Sekretion -
dem frustranen Versuch, die Phosphathomdostase zu erhalten, entsprechend - mes-
sen [37].

2.2.4.4.4 Interaktion von FGF-23 und Parathormon

Sowohl FGF-23 als auch Parathormon férdern die renale Phosphatausscheidung in
ahnlicher Art und Weise, namlich Uber eine Reduktion der Phosphatreabsorption mit-
tels Reduktion der Expression des Na/Pi Typ lla Co-Transporters. Die Wirkung bei-
der Hormone ist jedoch funktionell voneinander unabhangig: In Tierstudien konnte
gezeigt werden, dass selbst nach Parathyreoidektomie der phosphaturische Effekt
von FGF-23 nachweisbar war [38]. Ob es einen mdglichen funktionellen Zusammen-
hang zwischen der Regulation von Parathormon und FGF-23 gibt, ist Gegenstand
aktueller Forschung. Da FGF-Rezeptoren und Klotho in der Nebenschilddrise expri-
miert werden, liegt die Vermutung eines funktionellen Regelkreises zwischen Para-
thormon und FGF-23 nahe. Diese Vermutung wird dadurch gestutzt, dass in-vitro-
Versuche eine FGF-23-abhangige Reduktion der Parathormon-Transkription und der
Parathormon-Sekretion zeigten [39].

2.2.4.4.5 Interaktion von FGF-23 und Calcitriol

Wahrend fir die direkten phosphaturischen Effekte an der proximalen Tubuszelle
wesentlich hohere FGF-23-Spiegel notwendig sind, kdnnen schon niedrigere FGF-
23-Spiegel eine indirekte Senkung des Serum-Phosphats Uber eine Reduktion von
Calcitriol bewirken [11].

In einem negativen Feedbackmechanismus bewirken hohe FGF-23-Spiegel eine Re-

duktion des Serum-Calcitriols. Einerseits hemmt FGF-23 die renale Expression des
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geschwindigkeitsbestimmenden Schlisselenzyms der Calcitriol-Synthese
(1-a-Hydroxylase) und andererseits steigert FGF-23 auch die Expression des En-
zyms 24-Hydroxylase, das eine zentrale Funktion im Abbau von Calcitriol erfillt [40].
Korrelierend zu dieser Wechselwirkungsvorstellung zeigen sich bei homozygot
FGF-23-defizienten transgenen Mausen signifikant erhohte Phosphat- und Calcitriol-
Spiegel, die in der Folge zu einer starken Calcifizierung von Gefallen und Geweben
[1] und konsekutiv zu einer Erhdohung der Sterblichkeit bei diesen homozygot
FGF-23-defizienten Mausen fuhren, wobei die erhdhten Phosphat-Spiegel starker zu
dieser Calcifizierung beitragen als erhéhte Calcitriol-Spiegel [41].

In einem Regelkreis vermag umgekehrt Calcitriol an einer Vitamin-Ds-abhangigen
Region des FGF-23-Genpromoters zu binden und somit die FGF-23-Konzentration

zu erhohen [11].
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3 Patientenkollektiv und Methoden

3.1  Studiendesign

Im Zeitraum zwischen Marz und Oktober 2004 wurden 152 Patienten in eine pro-
spektive Kohortenstudie eingeschlossen. Alle Patienten waren an der nephro-
logischen Ambulanz des Universitatsklinikums des Saarlandes angebunden und er-
klarten vor Studieneinschluss ihr Einverstandnis zur Teilnahme. Die Studie wurde

von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes bewilligt.

3.2 Ausschlusskriterien

Bei der primaren Datenerhebung 2004 wurden Patienten mit terminaler Niereninsuffi-
zienz unter Dialysetherapie und Patienten nach stattgehabter Nierentransplantation

ausgeschlossen.

3.3 Datenakquisition

3.3.1 Studieneinschluss

Mit einem standardisierten Fragebogen wurde bei Studieneinschluss nach Lebens-
gewohnheiten (Rauchen), kardiovaskularer Komorbiditat, pravalentem Diabetes mel-
litus sowie aktueller Medikation gefragt. Die anamnestischen Angaben zur Komorbi-
ditat wurden mittels Patientenakten und Arztbriefen verifiziert.

Als kardiovaskulare Komorbiditat wurden folgende Punkte definiert: stattgehabter
Myokardinfarkt, Koronarangiographie mit Stent-Implantation oder Ballondilatation,
koronare Bypass-Operation, Apoplex, Thrombendarterektomie oder Stenting der Ca-
rotiden, nicht traumatische untere Extremitatenamputation, peripherarterielle Bypass-
Operation, Ballondilatation oder Stenting an den Arterien der unteren Extremitat.

Als aktive Raucher wurden Patienten eingestuft, die zum Zeitpunkt des Studienein-
schlusses entweder rauchten oder weniger als einen Monat zuvor aufgehort hatten

zu rauchen.
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Als Diabetiker wurden die Patienten mit pravalentem Diabetes mellitus in der Eigen-
oder Fremdanamnese, mit antidiabetischer Medikation und/oder mit spontan gemes-
senem Blutzuckerwert tber 200 mg/dl oder Nuchtern-Blutzuckerwert Uber 126 mg/dl
bei Studieneinschluss definiert.

Zur Errechnung des Body Mass Index (BMI) wurden Gewicht und Kdrpergrol3e regis-
triert. Der Body Mass Index wurde nach der Formel BMI [kg/m?] =
Korpergewicht [kg] / Kc'jrpergrc'jrSe2 [m?] berechnet. Systolische und diastolische Blut-
druckwerte wurden konventionell manuell nach Riva Rocci gemessen.

Die Erhebung der Patientendaten bei Studieneinschluss erfolgte im Rahmen einer
separaten Dissertationsarbeit (Reichart B, [42]). Der Verfasser der vorgelegten Dis-
sertation hat auf der Basis dieser bei Studieneinschluss erhobenen Daten eine struk-

turierte Follow-Up-Untersuchung durchgefthrt.

3.3.2 Follow-Up

Basierend auf den Daten bei Studieneinschluss 2004 wurden in einem ersten Schritt
als Grundlage der weiteren Datenakquisition vollstandige Tabellen mit den Kontakt-
daten der Patienten des Studienkollektives, der betreuenden Haus- und Facharzte
mit entsprechenden Kontaktmoglichkeiten durch Recherchen im universitatsinternen
SAP®-System und o&ffentlicher Datenquellen generiert. Ebenfalls wurde erfasst, wel-
che Patienten im Beobachtungszeitraum weiterhin regelmafig an die nephrologische
Ambulanz angebunden waren. Die entsprechenden Ambulanzakten wurden zur Da-
tenerhebung hinzugezogen.

Nachfolgend wurden alle Patienten durch telefonische Befragung kontaktiert. Mit ei-
nem standardisierten Fragebogen wurde nach kardiovaskularen Ereignissen seit
dem initialen Studieneinschluss 2004 in fur medizinische Laien verstandlicher Art und
Weise gefragt (vgl. Anhang Datenerhebungsbogen). Im Fall fehlender oder inkom-
pletter Patientenangaben und gleichzeitig fehlender Informationen im SAP®-System
des Universitatsklinikums des Saarlandes wurden bei Vorliegen des Einverstandnis-
ses der Patienten ihre jeweiligen Haus- und Facharzte telefonisch und/oder schriftlich
befragt.

Folgende Daten wurden erfasst:

Das Auftreten von Myokardinfarkten; stattgehabte koronare Bypass-Operation; statt-

gehabte perkutane Koronarintervention; stattgehabter Apoplex mit neurologischen
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Defiziten (Sprachstérungen oder motorische Defizite Uber 24 Stunden); Throm-
bendarterektomie oder Katheterintervention an den Carotiden oder operative bzw.
interventionelle Revaskularisationen der Becken- oder Beinarterien; stattgehabte
nicht-traumatische Amputation der unteren Extremitat.

Neben dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse wurde bei der Follow-Up-
Untersuchung erfasst, ob eine Dialysepflichtigkeit eingetreten ist.

Da die meisten Patienten an die nephrologische Ambulanz des Universitatsklinikums
des Saarlandes bei Studienbeginn angebunden waren, konnten Uber die klinikintern
vorhandenen Daten die anamnestischen Angaben der Patienten erganzt und zusatz-
lich validiert werden. Insbesondere lagen so bei den meisten Patienten kontinuierli-
che regelmaldige Aufzeichnungen der Nieren-Retentionsparameter vor.

3.3.3 Datenaufbereitung

Alle erhobenen Daten wurden mithilfe von Microsoft Excel tabellarisch zur weiteren
Analyse erfasst. Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Statistics 13.0.1 und
17.0 (vgl. Kap. 3.5).

3.3.4 Endpunktdefinitionen

Als Endpunkte wurde die Gesamtmortalitat sowie differenziert die renale Morbiditat

und die kardiovaskulare Mortalitat und Morbiditat betrachtet.

Kardiovaskulare Endpunkte:

Als kardiovaskulare Ereignisse vordefiniert waren das Auftreten von Myokardinfark-
ten, koronaren Bypass-Operationen, koronarangiographischen Interventionen (Bal-
londilatationen, Stent-Implantationen), Apoplexien mit sensiblen Ausfallen, Aphasie
oder motorischen Paresen, die langer als 24 Stunden angedauert haben, operative
oder interventionelle Interventionen an den Aa. carotides, Interventionen an den Be-
cken- oder Beinschlagadern (Stent-Implantationen, Ballondilatationen, Thrombend-
arterektomie, Bypass-Operationen) und nicht traumatische Amputationen der unteren
Extremitat.
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Renale Endpunkte:

Beginn einer chronischen Dialysepflichtigkeit im Beobachtungszeitraum, die Uber
mindestens 4 Wochen fortgesetzt worden ist, oder eine Reduktion der geschatzten
(estimated) glomerularen Filtrationsrate (eGFR) auf 50% im Vergleich zum Studien-
einschluss.

Eine passagere Reduktion der eGFR um mehr als 50% mit konsekutiver Erholung
wurde nicht als renaler Endpunkt gewertet.

3.4 FGF-23-Messungen

3.4.1 Material

Bei allen im Studienkollektiv eingeschlossenen Patienten wurden zu Studienbeginn
Blutproben unter standardisierten klinischen Bedingungen asserviert. Etablierte La-
borparameter wurden im Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes mit
standardisierten Methoden bestimmt (Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL-Chol-
esterin, LDL-Cholesterin, Triglyceride, Parathormon, Harnstoff, Calcium und Phos-
phat). Zudem wurden Serumproben mittels Zentrifugation mit 4000 rpm Uber 5 min
asserviert und zur weiteren Aufarbeitung bei -80 °C tiefgefroren.

Die Proteinurie wurde mit konventionellen Methoden bestimmt. Die glomeruléare Filt-
rationsrate (eGFR) wurde mit der 4-Variablen-MDRD-Formel abgeschatzt 43].

eGFR [ml/min/1,73m2] =

.. -1,154 -0,203
186 x Serum-Kreatinin [mg/dl] x Alter, [Jahre] X 0’ 742 nur bei Frauen X 1’2 1 bei Patienten mit schwarzer Hautfarbe

Die C-terminalen FGF-23-Spiegel wurden aus archivierten Plasma-Proben mittels
eines im hiesigen nephrologischen Labor etablierten ELISA’s gemessen (Immunoto-
pics, San Clemente, CA, USA).
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3.4.2 Prinzipien verfugbarer Nachweisverfahren fiir FGF-23

Aktuell sind 2 Test-Kits, die auf unterschiedlichen Methoden basieren, um menschli-
ches FGF-23 zu messen, kommerziell erhaltlich. Die verschiedenen Nachweisverfah-

ren sind in untenstehender Abbildung 3 illustriert.

1. Mittels Sandwich-ELISA wird das gesamte Molekll mit kompletter Aminosau-
resequenz erfasst. Durch die simultane Bindung zweier monoklonaler Antikor-
per am C- und N-terminalen Ende kann spezifisch das intakte Protein nach-
gewiesen werden.

2. Weiterhin besteht die Moglichkeit, nur das C-terminale Fragment von FGF-23
mittels ELISA zu messen, welches sowohl das intakte Protein als auch das

C-terminale Fragment erfasst.

AK 2 AK 1 PX"L
/ Ak,
\ J Q
Y

Intaktes FGF-23
Testkit 1 mit Nachweis nur des intakten FGF-23, an dem beide Antikérper gebunden sind

2
wem g T
Y
0 <

Intaktes FGF-23

Testkit 2 mit Nachweis des intakten FGF-23 und des C-terminalen Fragmentes, an dem
beide Antikérper gebunden sind

Abb. 3: Unterschiedliche Nachweismethoden fiir FGF-23. Fiir einen Nachweis ist die simultane Bin-
dung beider Antikérper (AK1 und AK2) notwendig. Wéhrend bei Test-Kit 1 nur das intakte FGF-23
nachgewiesen wird, weist das unspezifische Test-Kit 2 auch das C-terminale Fragment nach und kann
nicht zwischen intaktem FGF-23 und Spaltprodukten differenzieren.

3.4.3 Nachweismethode des verwendeten Test-Kits

Das verwendete ELISA Test-Kit von Immunotopics (San Clemente, CA, USA) in der
1. Generation weist menschliches FGF-23 durch Bindung zweier polyklonaler Anti-
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korper an das C-terminale Ende von FGF-23 an zwei unterschiedlichen, die gegen-
seitige Bindung nicht behindernden Loci nach, indem es die etablierten Verfahren
des Sandwich-ELISA nutzt.

Ein Antikorper ist an Biotin gebunden, der andere Antikorper ist mit einem zum
Nachweis erforderlichen Enzym (HRP, horseradish peroxidase, Meerrettich-
Peroxidase) konjugiert.

Die Plasma-Probe wird seriell mit beiden Antikorpern in einem mit Streptavidin be-
schichteten Mikrotiter-Well inkubiert. Es bildet sich dann die typische Sandwich-
Anordnung (vgl. Abb. 4). Nachdem die ungebundenen AntikOrper ausgewaschen
sind, kann durch die Meerrettich-Peroxidase vermittelte Oxidation eines zugesetzten
Chromogens (Tetramethylbenzidin) ein Farbumschlag erzielt werden, der photomet-
risch erfasst werden kann. Aus der Farbintensitat kann dann auf die Menge des ge-
bundenen Enzyms Meerrettich-Peroxidase und damit indirekt auf die Menge des in

der Probe vorhandenen FGF-23 geschlossen werden [44].

TMB (3,3',5,5'-tetramethylbiphenyl-4,4'-diamine)

CHy CHy
CHy CH,
B 1

- N AKY akzmit B Oxidation und Farbumschlag
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Abb. 4: lllustration der Nachweismethode fiir FGF-23 mittels Sandwich-ELISA und photometrischer
Messung. Zwei Antikérper (AK 1 und AK2) binden an unterschiedlichen Stellen gleichzeitig am
C-terminalen Ende von FGF-23. Der erste Antikérper (AK1) ist mit Biotin gekoppelt. Biotin vermittelt
eine sehr starke nicht-kovalente Bindung an Streptavidin, das an der Wand des Inkubationsgefél3es
gebunden ist. Der zweite Antikérper (AK2) ist mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (horseradish
peroxidase, HRP) konjugiert. Dieses Enzym oxidiert das zugesetzte Tetramethylbenzidin (TMB), was
zu einem Farbumschlag der Substanz fiihrt, der photometrisch erfasst werden kann.
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Meerrettich-Peroxidase ist eine Oxireduktase, die die Oxidation organischer Substra-
te unter Verwendung von H;0, (Wasserstoffperoxid) katalysiert. Meerrettich-
Peroxidase ist ein Enzym, von dem naturlich mindestens 7 Isoenzyme existieren und
das ein Molekulargewicht um 44000 kDa aufweist. Die Quartarstruktur ergibt sich
durch komplexe Anlagerung einer Hamgruppe, Calcium-Kationen und Kohlenhydrat-
gruppen um die raumlich angeordnete Proteinstruktur aus ca. 300 Aminosaureresten.
Die Oxidation des zugesetzten Chromogens Tetramethylbenzidin (vgl. Abb. 4) fuhrt
dabei zu einem Farbumschlag, der photometrisch erfasst werden kann. Dieser en-
zymatisch katalysierte Oxidationsprozess folgt naherungsweise der Michaelis-
Menten-Kinetik fur Enzym-Substrat-Reaktionen erster Ordnung und beschreibt damit
eine hyperbole Sattigungskurve der maximalen Enzym-Umsatzgeschwindigkeit als
Funktion der vorhandenen Substratkonzentration [45].

Die Gesamtgleichung der durch Meerrettich-Peroxidase katalysierten Reaktion lautet:

TMB + H202 2 oxidiertes TMB + 2 H,O

Die Kinetik folgt dabei nicht ganz genau dem einfachen Modell von Michaelis-
Menten, da es sich um einen mehrstufigen Prozess handelt. Zunachst erfolgt die Bil-
dung des Enzym-Substrat-Komplexes aus Peroxidase und H2O,. AnschlieRend rea-
gieren zwei Molekile des H-Donors (TMB) in zwei Schritten mit dem Enzym-
Substrat-Komplex (die oxidierte Meerrettich-Peroxidase), und es erfolgt die Umset-
zung des Enzym-Substrat-Komplexes zu den Produkten. Dabei entsteht das regene-
rierte Enzym, das reduzierte Substrat (2 H,O) und der oxidierte Donor TMB [45].
Aufgrund der guten Korrelation von intaktem und C-terminalem Assay eignen sich
beide Assays, die Aktivitat von FGF-23 zu bestimmen [54;55] und die Messung eines
der beiden Parameter erscheint ausreichend.

Tiefgefrorene und Uber eine langere Zeit asservierte Proben zeigen bei der Bestim-
mung des C-terminalen FGF-23 stabilere Ergebnisse mit besserer Linearitat und In-
ter-Assay-Variabilitat als bei der Messung des intakten FGF-23 [46]. Ebenso zeigt
sich eine Uberlegenheit hinsichtlich der Reliabilitdt der Messergebnisse bei Verwen-
dung von Plasma- statt Serumproben [46].

Daher haben wir das C-terminale FGF-23 in Plasma-Proben bestimmt.
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3.4.4 Technisches Vorgehen

Die Messungen aller Proben wurden unverziglich nach dem Auftauen der Proben

gemall dem vom Hersteller empfohlenen, im Anschluss aufgefuhrten Protokoll ge-

messen. Die Kontroll- und Standardmessungen wurden im selben Probenansatz

durchgefuhrt. Den verfahrenstechnischen Limitationen auf enzymkinetischer (und

photometrischer) Ebene wurden durch das Erstellen einer empirischen versuchsspe-

zifischen Eichkurve zur korrekten Interpretation Rechnung getragen.

Folgendes Protokoll wurde verwendet:

1.

10.

11.

Ausgangsmaterial Lithium-Heparin-Plasma, das bei -80°C asserviert wurde, und
bei dem vor dem Einfrieren durch finfminltige Rotation bei 4000 rpm das Plas-
ma von ubrigen zellularen und partikularen Bestandteilen wie z. B. Fibringerin-
nseln, die eine nicht spezifische Bindung an der Gefalioberflache und damit
falsch zu hohe Messwerte verursachen konnen, oder z. B. Lipidakkumulationen,
die die Antikérperbindung beeinflussen kdnnen, getrennt und im Anschluss abpi-
pettiert worden war.

Probenansatz mit 150 ul Probenplasma im Streptavidin-beschichteten 96-
Mulden-Mikrotiter-Well (Standardreihen, Kontrollseren, Plasma-Proben der Pro-
banden)

Hinzugabe von 50 pl Losung des biotingebundenen Antikdrpers

Abdeckung mit Deckglas und handelsiblicher Aluminiumfolie (Lichtschutz)
Inkubation bei Raumtemperatur auf einer Ruttelplatte bei 200 rpm fir 10 min,
dann stationar fur 24 h

Abpipettieren der Lésungen und anschlieBend flinfmaliges Auswaschen der
Mikrotiter-Wells mit je 350 ul Waschlésung (1:20-Verdunnung des Waschpuffer-
konzentrates mit destilliertem Wasser), Abpipettieren der gesamten Waschlo-
sung

Hinzugabe von 200 pl HRP-Antikorperldsung

Inkubation bei Raumtemperatur flir 60 min

Flnfmaliges Auswaschen mit 350 pl Wasschpufferlosung (vgl. Schritt 6)

Zugabe von 200 pl HRP-Substratlosung (Tetramethylbenzidine und Wasserstoff-
peroxid)

Inkubation bei Raumtemperatur flir 30 min
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12. Photometrische Messung der Absorption bei 595 nm an luftblasenfreien Proben,
Subtraktion der Absorption des 0 RU/mI-Standard-Wells von allen erhaltenen
Werten

13. Hinzugabe von 50 ul ELISA-Stopp-Lésung (einmolare Schwefelsdure) in jedes
Mikrotiter-Well, Inkubation bei Raumtemperatur auf einer Ruttelplatte bei
200 rpm flr 1 min

14. Photometrische Messung der Absorption bei 450 nm an luftblasenfreien Proben,
Subtraktion der Absorption eines Standard-Mikrotiter-Wells (mit 150 pyl HRP-
Substratldsung und 50 pl ELISA-Stopp-Ldsung) von allen erhaltenen Werten

3.4.5 Photometrische Messungen

Die Messungen wurden mit Hilfe des Photometers TECAN sunrise durchgefuhrt.
Physikalische Grundlage der photometrischen Nachweismethode stellt das Lambert-
Beer'sche Gesetz dar, das die konzentrationsabhangige Abschwachung monochro-
matischen Lichtes einer bestimmten Wellenlange durch eine bestimmte Substanz
beschreibt.

Die Extinktion E) (Absorbanz des Materials fur Licht der Wellenlange A) ist nach dem

Gesetz von Lambert-Beer gegeben durch:

By — —lg(ﬂ) —c-c-d
Iy

l1 Intensitat des transmittierten Lichtes
lo Intensitat des einfallenden Lichtes
€) Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange A. Dieser ist eine fur die absorbierende
Substanz spezifische GréRe und hangt auch vom Losungsmittel, z.B. pH-Wert ab.
¢ Konzentration des absorbierenden Substanz in der FlUussigkeit
d Dicke der Kuvette
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Kiivette
IO —f Il
<>
d

Abb. 5: Abhéngigkeit der Intensitét des einfallenden monochromatischen Lichtes (I;) und durch die
Probe durchtretende Lichtintensitét (1;) von der Konzentration (c) einer Substanz, der Dicke der Kiivet-
te (d) und einem wellenléngenspezifischen Extinktionskoeffizienten e,.

Durch die Messung der optischen Extinktion der mitgelieferten Standardiésungen
haben wir eine Kalibrierungskurve abgeleitet. Die Messungen wurden bei der Wellen-
lange der maximalen spezifischen Extinktion, die empirisch bei dem verwendeten
Test-Kit substanzspezifisch bei 450 nm und 595 nm liegt, entsprechend den Herstel-
lerangaben gefuhrt.

Anhand der auf diesen Grundlagen mit Hilfe der zum Photometer dazugehorigen
Software Magellan 6 (Tecan) gewonnenen Funktion haben wir aus den Absorptions-
werten die entsprechende Konzentration von FGF-23 in den Blutproben der Patien-

ten des Studienkollektives ermittelt.

3.4.6 Messtechnische Limitationen des verwendeten Test-Kits

Die verwendete Untersuchungsmethode ermdglicht eine Messung der FGF-23-
Spiegel in einer arbitraren, nicht absoluten, relativen Einheit RU/ml (Relative Unit pro
Milliliter).

Die folgenden Angaben basieren auf den von Immunotopics mit dem Test-Kit bereit-
gestellten Informationen: Die Nachweisgrenzen des Verfahrens liegen zwischen
1,5 RU/ml und 1500 RU/ml. Die Sensitivitat des verwendeten Testverfahrens wird fur
die Messung der kein FGF enthaltenen Referenzprobe mit einem 95%-
Konfidenzintervall von 0 RU/ml + 1,5 RU/ml, die Prazision bei 20 gemittelten Mes-
sungen derselben Probe mit Hilfe eines Test-Kits mit einem Variationskoeffizienten
von 2,4 % bei einem mittleren Wert von 33,7 RU/ml und einem Variationskoeffizien-
ten von 1,4 % bei einem mittleren Wert von 302 RU/ml angegeben. Die Prazision bei

Verwendung verschiedener Test-Kits liegt im Mittel bei 10 verwendeten Ansatzen mit
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einem Variationskoeffizienten von 4,7% bei einem mittleren Wert von 33,6 RU/ml und
einem Variationskoeffizienten von 2,4 % bei einem mittleren Wert von 293 RU/ml.
Sowohl Messungen von Proben mit Zusatz einer definierten Menge von FGF-23 als
auch Messungen von Verdunnungsstufen der Ausgangslésung zeigen bis zu einer
Verdunnungsstufe von 1:8 eine suffiziente und hinreichend genaue Korrelation zwi-
schen erwarteten und gemessenen FGF-23-Spiegeln. Die Vergleichbarkeit von Mes-
sungen mit dem Test-Kit der ersten und zweiten Generation ist mit einem Korrelati-
onskoeffizient von 0,978 und einer Steigung der Korrelationskurve von 0,96 gegeben
(vergleichende Messung von ca. 100 Patienten mit FGF-23-Werten zwischen 15
RU/ml und 1008 RU/mI mit beiden Test-Kits durch den Hersteller).

3.5  Statistische Auswertung

Die in Microsoft Excel zusammengestellten Daten wurden in SPSS Statistics 13.0.1
und 17.0 transferiert, analysiert und illustriert. Einzelne Analysen und graphische
Darstellungen wurden mit den in Microsoft Excel implementierten statistischen In-
strumenten durchgeflihrt

Kontinuierliche normalverteilte Variablen wurden als Mittelwerte + Standardabwei-
chung, kontinuierliche nicht normalverteilte Variablen als Median [IQR, Interquartils-
abstand], kategoriable Variablen als Anzahl (prozentualer Anteil der Gesamtgruppe)
angegeben.

Zur Testung auf signifikante Unterschiedlichkeit wurde bei kontinuierlichen normal-
verteilten Variablen der Student-T-Test, bei kontinuierlichen nicht normalverteilten
Parametern der Mann-Whitney-U-Test herangezogen; kategoriable Variablen wurden
mittles x2-Test verglichen.

Die Assoziation zwischen zwei kontinuierlichen Variablen wurde mittels Spearman’s
Rang-Korrelationskoeffizienten Gberpruft [47].

Nachfolgend wurden Kaplan-Meier-Uberlebenskurven mit Log-Rank-Test berechnet.

Das Signifikanzniveau fur den Fehler erster Art wurde arbitrar auf p < 0,05 festge-
setzt. In einem Cox-Regressionsmodell wurde uUberpruft, ob eine Assoziation zwi-
schen FGF-23 und kardiovaskularer Prognose auch nach Korrektur fur etablierte Ri-
sikofaktoren persistiert.

Mit diesen Annahmen flr den Fehler 1. und 2. Art ergeben sich fur unser Studienkol-

lektiv mit der Power von ca. 150 Patienten in grober Naherung, dass Unterschiede im
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Vergleich zweier gleichgroRer Gruppen dann erfasst werden, wenn die relative Un-
terschiedlichkeit bei 20-25 % liegt [48;50]. Kleinere Unterschiede werden durch obi-

ges Studiendesign wahrscheinlich Ubersehen.
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4 Ergebnisse

41 Ergebnisse der FGF-23-Messungen

Bei 149 Patienten erfolgte die Bestimmung von FGF-23, bei 3 Patienten konnten
aufgrund fehlender Plasma-Proben keine Messwerte ermittelt werden. Die Messwer-
te lagen im Intervall von 0 RU/ml bis 2000 RU/ml (obere Nachweisgrenze) mit einem
Median von 81,6 RU/mlI [17,1-267,4 RU/ml].

4.2 Zusammensetzung und Charakteristika der Studienkohorte

Tabelle 1 zeigt die Zusammensetzung der untersuchten Studienkohorte in Bezug auf

die der chronischen Nierenerkrankung zugrunde liegende Atiologie.

Grunderkrankung Anzahl %

Glomerulonephritis (bioptisch gesichert) 25 16,4
Glomerulonephritis (klinische Diagnose) 18 11,8
diabetische Nephropathie 27 17,8
hypertensive Nephropathie (Nephrosklerose) 16 10,5
autosomal dominant vererbte polyzystische Nierenerkrankung 8 5,3
chronische Pyelonephritis 12 7,9
obstruktive Nephropathie 4 2,6
Nephrolithiasis 2 1,3
Schrumpfnieren 3 2,0
Z.n. Lebendnierenspende 3 2,0

Analgetika-Nephropathie 2 1,3

andere und unbekannte Ursachen 32 21,1
gesamt 152 100

Tab. 1: Charakteristik des Studienkollektives, prozentuale Verteilung der renalen Grunderkrankungen

Das folgende Tortendiagramm (Abb. 6) fasst synoptisch wichtige atiologische Klas-

sen bei chronischer Nierenerkrankung zusammen.
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Verteilung der nephrologischen
Grunderkrankungen

B Glomerulonephritis
H diabetische Nephropathie

hypertensive Nephropathie
B sonstige primare Nierenerkrankungen
M andere und unbekannte Ursachen

Abb. 6: Verteilung der Grunderkrankungen im Studienkollektiv unter Zusammenfassung wichtiger
Klassen

Tabelle 2 stellt die weiteren Basischarakteristika der Patientenkohorte bei Studienbe-
ginn 2004 dar.
Die Medikation umfasste bei 56,1 % der Patienten Betablocker, bei ebenfalls 56,1 %
Angiotensin-1-Rezeptor-Antagonisten, bei 37,2 % ACE-Inhibitoren und bei 31,8 %
Statine. Eine Behandlung mit Erythropoetin-Derivaten bestand bei 14,9 % des Stu-
dienkollektives.
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Merkmal n Mittelwerte +SD
Alter [Jahre] 152 61 14,2
Raucher [%] 149 15 (10 %)
Weiblich [%] 149 69 (46 %)
Diabetes mellitus [%] 149 46 (31 %)
Body Mass Index [kg/m?] 152 29,3 5,7
eGFR [ml/min/1,73m?] 152 38 125,0
RR systolisch [mmHg] 152 168 +28
RR diastolisch [mmHg] 152 98 +18
Parathormon im Serum [ng/I] 148 150 +193
FGF-23 im Plasma [RU/ml] 149 Median 81,6 IQR [17,1-267,4]
Gesamtcholesterin im Serum [mg/dl] 152 206 +48
Triglyceride im Serum [mg/dl] 152 208 +132
HDL-Cholesterin im Serum [mg/dl] 152 53 +17
LDL-Cholesterin im Serum [mg/dl] 152 120 +41
Calcium im Serum [mmol/I] 152 2,3 +0,2
Phosphat im Serum [mg/dl] 152 3,8 +1,3
Proteinurie [g/g Kreatinin] 149 1,5 12,4

Tab. 2: Beschreibung der Basischarakteristika des Studienkollektives. Kontinuierliche normalverteilte
Variablen wurden als Mittelwerte + Standardabweichung, FGF-23-Spiegel als Median [Interquartilsab-
stand], kategoriable Variablen als prozentualer Anteil der Gesamtgruppe (n) angegeben.

4.3 Korrelationen der Nierenfunktion mit Parametern des Calci-

um-Phosphat-Metabolismus

4.3.1 Etablierte Parameter des Calcium-Phosphat-Metabolismus

Tab. 3 stellt die Korrelationen von Calcium, Phosphat, Parathormon und eGFR dar.

Erwartungsgemal} zeigen sich Korrelationen zwischen Ausmal der Nierenfunktions-

einschrankung mit steigendem Parathormon- und Phosphat-Spiegel, nicht jedoch mit

den Calcium-Spiegeln.
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Rangkorrelation Serum-Calcium Serum-Phosphat eGFR Parathormon
nach Spearman [mmol/I] [mg/dl] [ml/min/1,73 m?] [ng/l]
Serum-Calcium r =-0,051 r=0,182* r=-0,231*
[mmolll] ) p = 0,534 p = 0,025 p = 0,005
Serum-Phosphat r=-0,051 r=-0,622** r=0,511*
[mg/dl] p=0,534 ) p < 0,001 p < 0,001
eGFR r=0,182* r=-0,622** r=0,821*
[ml/min/1,73 m?] p = 0,025 p < 0,001 ) p < 0,001
Parathormon r=-0,231* r=0,511** r=0,821**

[ng/l p = 0,005 p < 0,001 p < 0,001 )

Tab. 3: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman mit Angabe der Rangkorrelationskoeffizienten r und
des zweiseitigen Signifikanzniveaus p. *Der Zusammenhang ist auf dem Niveau p < 0,05 signifikant.

**Der Zusammenhang ist auf dem Niveau p < 0,001 signifikant.

43.2 FGF-23

Im untersuchten Studienkollektiv zeigt sich eine positive Korrelation zwischen

FGF-23 und Serum-Phosphat (R =

0,437, p < 0,001),

Parathormon-Spiegel

(R =0,591; p <0,001) und Serum-Calcium (R = 0,195; p = 0,017). Abb. 7 illustriert

die Korrelationen von FGF-23 mit Serum-Phosphat und Parathormon (aufgrund der

nicht normalverteilten Merkmalsauspragung der FGF-23-Werte wird der dekadische
Logarithmus der FGF-23-Werte dargestellt).
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Abb. 7: Darstellung der Abhéngigkeit von Parathormon-Spiegel und Phosphat-Werten zu dekadisch
logarithmierten FGF-23-Werten. R = Korrelationskoeffizient. Beide Korrelationen sind auf dem Niveau

p < 0,001 signifikant.
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Eine Korrelation zwischen FGF-23-Werten und Alter zeigt sich nicht (R = 0,118;
p = 0,151), wohingegen erwartungsgemal eine positive Korrelation von eGFR und
FGF-23-Werten (R = 0,603; p < 0,001) besteht (Tab. 4).

Rangkorrelation nach Spearman log1o (FGF-23-Spiegel) [RU/ml]
Serum-Calcium [mmol/l] r=0,195% p=0,017
Serum-Phosphat [mg/dl] r=0,437**; p < 0,001
Parathormon [ng/l] r=0,591**; p < 0,001
eGFR [ml/min/1,73 m?] r=0,603**; p < 0,001
Alter [a] r=0,118 ;p=0,151

Tab. 4: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman. *Der Zusammenhang ist auf dem Niveau p < 0,05
signifikant. **Der Zusammenhang ist auf dem Niveau p < 0,001 signifikant.

4.4 Chronische Nierenerkrankung und kumulatives Uberleben

Die 152 Patienten wurden im Mittel 3 Jahre nachbeobachtet. Bei 14 Patienten (9,2%)
waren telefonisch keine Daten zu akquirieren, da sie die Befragung entweder ablehn-
ten (6 Patienten; 3,9%) oder nicht erreichbar waren (8 Patienten; 5,3%). Ein Patient
wurde zum Zeitpunkt einer allogenen Nierentransplantation zensiert.

Bei 27 Patienten (17,8%), bei denen die Telefonbefragung keine ausreichenden Da-
ten ergab, basiert das Follow-Up hauptsachlich auf Auswertung der innerhalb des
Universitatsklinikum des Saarlandes erfassten Krankheitsgeschichte (Arztbriefe stati-
onarer Aufenthalte im Beobachtungszeitraum, Verlaufsberichte und Laborwerte der
nephrologischen Ambulanz). Bei einem Patienten war kein Follow-Up moglich.

90 Patienten (59,2%) waren im Beobachtungszeitraum an die nephrologische Ambu-
lanz des Universitatsklinikums des Saarlandes angebunden.

Erwartungsgerecht zeigen Patienten in fortgeschritteneren Stadien der chronischen
Nierenerkrankung eine hohere Gesamtsterblichkeit (p = 0,007; Abb. 8).

Im Gegensatz dazu erwies sich das Serum-Phosphat nicht als Pradiktor der Ge-
samtmortalitat (Log-Rank-Test nach Stratifizierung der Patienten anhand von Serum-
Phosphat in Quartilen, p = 0,147).
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Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
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Abb. 8: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Gesamtsterblichkeit nach K/DOQI-Stadien:
Stadium 1 (n=3): eGFR > 90 ml/min/1,73 m? Stadium 2 (n=27): eGFR 60-89 ml/min/1,73 m?
Stadium 3 (n=58): eGFR 30-59 ml/min/1,73 m? Stadium 4 (n=32): eGFR 15-29 ml/min/1,73 m?
Stadium 5 (n=31): eGFR < 15 mli/min/1,73 m? N = 151 (1 Pat. ohne Follow-Up)

4.5 Studienendpunkte und FGF-23-Spiegel

4.5.1 FGF-23 und renale Endpunkte

Nach einem mittleren Follow-Up von 3 Jahren haben von 152 nachbeobachteten Pa-
tienten 50 Patienten einen renalen Endpunkt erreicht, 39 Patienten davon sind im
Beobachtungszeitraum chronisch dialysepflichtig geworden, die restlichen 11 Patien-
ten haben eine dauerhafte Reduktion der geschatzten glomerularen Filtrationsrate
auf unter 50 % des zu Studienbeginn vorliegenden Niveaus erreicht.

Die nachfolgende Tabelle vergleicht Serum-Phosphat-Spiegel und Plasma-FGF-23-
Werte zwischen Patienten mit bzw. ohne eingetretene Dialysepflichtigkeit im Be-

obachtungszeitraum.
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Phosphat [mg/dI] FGF-23 [RU/ml]
Keine Dialysepflichtigkeit 3,3+0,8 46,1 [12,9-120,9]
N 111 109

P+ < 0,001 P2<0,001 | |

Dialysepflichtigkeit 51 +1,5 313,6 [127,8-925,7]
N 39 38
Gesamtkollektiv 3,8 £1,3 82,4 [17,5-268,5]
N 150 147

Tab. 5: Arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Median mit Interquartilsrange bei
Patienten mit bzw. ohne im Beobachtungszeitraum eingetretener Dialysepflichtigkeit. N = Anzahl (2
Félle wurden ausgeschlossen). Die unterschiedlichen N im Gesamtkollektiv (150 bzw. 147) sind durch
fehlende FGF-23-Messwerte bedingt. P; = zweiseitiges Signifikanzniveau fir einen nicht zufélligen
Unterschied zwischen beiden Gruppen nach Student-T-Test. P, = zweiseitiges Signifikanzniveau fiir
einen nicht zufélligen Unterschied zwischen beiden Gruppen nach Mann-Whitney-U-Test.

Ebenso zeigt die Einteilung des Studienkollektives in FGF-23-Tertile im Log-Rank-
Test (p < 0,001) ein signifikant haufigeres Risiko der Dialysepflichtigkeit bei Patienten
mit hdheren FGF-23-Spiegeln (vgl. Abb. 9).

Auch bei Betrachtung des kombinierten renalen Endpunktes, d.h. Eintreten der Dia-
lysepflichtigkeit im Beobachtungszeitraum oder eine dauerhafte Reduktion der glo-
merularen Filtrationsrate auf unter 50 % der Werte bei Studienbeginn unterscheiden
sich die nach FGF-23 stratifizierten Patienten signifikant (Log-Rank-Test,
p < 0,001; Abb. 10).
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Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
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Abb. 9: Kaplan-Meier-Kurve des Erreichens der Dialysepflichtigkeit in Abhédngigkeit von
FGF-23-Tertilen: FGF-Tertile 1 (n=49): 0-29,9 RU/ml; FGF-Tertile 2 (n=50): 31,6-145,5 RU/mI;
FGF-Tertile 3 (n=50): > 147,2 RU/m|.
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Abb. 10: Kaplan-Meier-Kurve des Eintretens renaler Endpunkte (kombiniert) in Abhdngigkeit von
FGF-23-Tertilen: FGF-Tertile 1 (n=49): 0-29,9 RU/ml; FGF-Tertile 2 (n=50): 31,6-145,5 RU/mI;
FGF-Tertile 3 (n=50): > 147,2 RU/mlI.
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4.5.2 FGF-23 und kardiovaskulare Studienendpunkte

Nach einem mittleren Follow-Up von 3 Jahren erlitten von 152 nachbeobachteten
Patienten 46 Patienten ein kardiovaskulares Ereignis. Analog zur Auswertung renaler
Endpunkte zeigen sich bei der Betrachtung der Mittelwerte von Serum-Phosphat und
Medianen der FGF-23-Werte signifikante Unterschiede (p1 und p2 < 0,05) im Ver-
gleich der Subgruppe mit bzw. ohne kardiovaskularem Ereignis (Tab. 6).

Phosphat [mg/dI] FGF-23 [RU/mI]
Kein kardiovaskulares Ereignis 36+1,2 61,0 [14,7-159,0]
N 106 103

P, =10,023 P> =0,016

Kardiovaskulares Ereignis 42+1.2 134,0 [33,7-386,8]
N 46 46
Gesamtkollektiv 3,8+1,3 81,6 [17,1-267 4]
N 152 149

Tab. 6: Arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Median mit Interquartilsrange bei
Patienten mit bzw. ohne im Beobachtungszeitraum eingetretenem kardiovaskuldrem Ereignis. N =
Anzahl. Die unterschiedlichen N im Gesamtkollektiv (152 bzw. 149) sind durch fehlende FGF-23-
Messwerte bedingt. P; = zweiseitiges Signifikanzniveau fiir einen nicht zufélligen Unterschied zwi-

schen beiden Gruppen nach Student-T-Test. P, = zweiseitiges Signifikanzniveau fiir einen nicht zufél-
ligen Unterschied zwischen beiden Gruppen nach Mann-Whitney-U-Test.
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Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Uberlebensschétzung fiir das ereignisfreie Uberleben bei in Tertilen nach
FGF-23-Spiegeln klassierten Patienten: FGF-Tertile 1 (n=49): 0-29,9 RU/ml;
FGF-Tertile 2 (n=50): 31,6-145,5 RU/ml; FGF-Tertile 3 (n=50): > 147,2 RU/ml.

Auch nach Stratifizierung anhand der FGF-23-Tertile zeigen sich Unterschiede im
ereignisfreien Uberleben in Bezug auf kardiovaskulare Endpunkte (Log-Rank-Test,
p = 0,03; Abb. 11).

4.5.3 FGF-23 und Gesamtmortalitat

Nach einem mittleren Follow-Up von 3 Jahren sind von 152 nachbeobachteten Pati-
enten 21 Patienten verstorben. Analog zur Auswertung kardiovaskularer Endpunkte
zeigen sich bei der Betrachtung der Mittelwerte von Serum-Phosphat und der Media-

ne der FGF-23-Werte signifikante Unterschiede im Vergleich der Gruppen (Tab. 7).



Ergebnisse 43
Phosphat [mg/dl] FGF-23 [RU/ml]
Uberlebende Patienten 3,712 71,0 [15,7-197,7]
N 130 127
[ o _Anie |
P+=0.015 P, =0,007 [
Verstorbene Patienten 44+14 263,3 [61,0-1454,0]
N 21 21
Gesamtkollektiv 3,8+1,3 81,6 [17,1-267 4]

N

151

148

Tab. 7: Arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Median mit Interquartilsrange bei im
Beobachtungszeitraum verstorbenen bzw. liberlebenden Patienten (Gesamtsterblichkeit). N = Anzahl
(1 Fall wurde ausgeschlossen). Die unterschiedlichen N im Gesamtkollektiv (151 bzw. 148) sind durch

fehlende FGF-23-Messwerte bedingt. P, = zweiseitiges Signifikanzniveau flir einen nicht zufélligen

Unterschied zwischen beiden Gruppen nach Student-T-Test. P, = zweiseitiges Signifikanzniveau fiir

einen nicht zufélligen Unterschied zwischen beiden Gruppen nach Mann-Whitney-U-Test.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

0,67

0,6

0,47

Kumulatives Uberleben

0,24

0,0

o -':I_':!“:I.q’_’____‘
- :

hesas

T T T
3 4 5

Zeit [a]

FGF-23-Klassen

-~

-2

3
+=1-zensiert
—— 2-zensiert
3-zensiert

Abb. 12: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit von FGF-23-Tertilen:
FGF-Tertile 1 (n=49): 0-29,9 RU/ml; FGF-Tertile 2 (n=50): 31,6-145,5 RU/ml;
FGF-Tertile 3 (n=50): > 147,2 RU/mlI.

Auch nach Stratifizierung anhand der FGF-23-Spiegel in Tertile weisen die Patienten
mit den hodchsten FGF-23-Spiegeln die hdchste Mortalitat auf (Log-Rank-Test,

p = 0,034: Abb. 12).
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4.5.4 Exkurs

Zwei Jahre nach Abschluss der eigentlichen Follow-Up-Untersuchungen des Verfas-
sers der vorgelegten Dissertationsschrift erfolgte in Zusammenarbeit mit der Betreue-
rin der Dissertation eine erneute Erhebung von Follow-Up-Daten, so dass der Be-
obachtungszeitraum auf 4,8 £ 0,9 Jahre verlangert wurde. Fir diese finale Auswer-
tung erfolgte in Anlehnung an die MMKD-Studie [54] eine Stratifizierung in zwei Klas-
sen bezlglich der FGF-23-Werte mit einem Cut-Off bei 104 RU/ml.

Tabelle 8 stellt die Basischarakteristika der beiden Patientengruppen dar.

Merkmal FGF-23 < 104 RU/ml (n=88) | FGF-23 > 104 RU/ml (n=61) | p

Alter [a] 61+13 60 + 16 0,917
Raucher [%] 9 (10%) 6 (10%) 1,000
Weiblich [%] 39 (44%) 30 (49%) 0,618
Diabetes mellitus [%] 25 (28%) 21 (34%) 0,474
Kardiovask. Vorerkrankung [%] 24 (27%) 21 (34%) 0,369
Body Mass Index [kg/m?] 305 20+6 0,090
eGFR [ml/min/1,73m?] 46 + 21 22+ 18 < 0,001
RR systolisch [mmHg] 168 + 29 170 + 28 0,564
RR diastolisch [mmHg] 98 + 19 97 £ 16 0,969
Serum-Calcium [mmol/l] 2,4+£01 2,3+0,2 0,010
Serum-Gesamtcholesterin [mg/dl] | 206 + 47 205+ 49 0,853
Serum-Phosphat [mg/dl] 3,4+0,8 44+14 < 0,001
Proteinurie [g/g Kreatinin] 0,8+1,7 26+29 < 0,001

Tab. 8: Charakteristika des Studienkollektives: Mittelwerte £ Standardabweichung bzw. Anzahl (pro-

zentualer Antell) fiir die Gruppen FGF-23 < oder > 104 RU/mI. N = Anzahl. p = Signifikanzniveau fiir

einen nicht zufélligen Unterschied zwischen beiden Gruppen (Mann-Withney-Test bei kontinuierlichen
Variablen, Fisher’s exact-Test bei kategoriablen Variablen).

Es zeigt sich ein langeres ereignisfreies Uberleben der Gruppe mit FGF-23-Werten
kleiner 104 RU/ml (Log-Rank-Test, p = 0,012; Abb. 13).
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Uberlebensfunktion

® FGF-23 <104 RU/MI

® FGF-23 > 104 RU/MI
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Abb. 13: Kaplan-Meier-Kurve des ereignisfreien Uberlebens in Abhéngigkeit von zwei FGF-23-Klassen
(Cut-Off-Wert 104 RU/ml).

Unter Zuhilfenahme des Cox-Regressionsmodells kann fur die Gruppe der Patienten
mit FGF-23-Werten > 104 RU/ml gezeigt werden, dass sie signifikant haufiger kardi-
ovaskulare Endpunkte im Beobachtungszeitraum erreicht als die Vergleichsgruppe
mit FGF-23-Werten < 104 RU/ml. Dieser Unterschied bleibt auch nach Adjustierung
auf Alter und Geschlecht im zweiten Schritt der Analyse, sowie nach Adjustierung auf
Diabetes mellitus, vorbestehende kardiovaskulare Erkrankung, glomerulare Filtrati-
onsrate und Serum-Phosphat-Spiegel im dritten Schritt bestehen (Tab. 9).

Die schrittweise berechnete Hazard-Ratio wurde mit den jeweilig zugehorigen

95 %-Konfidenzintervallen angegeben.
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Vergleich der Subgruppen mit FGF-23 > 104 RU/ml vs
Hazard- | 95 % -

FGF-23 < 104 RU/ml in Bezug auf kardiovaskuldre End- p
Ratio Konfidenzintervall

punkte

Schritt 1 (univariat) 2,01 1,15-3,51 0,014

Schritt 2 (multivariat)

2,49 1,41-4,40 0,002
Adjustierung unter Einschluss von Alter und Geschlecht
Schritt 3 (multivariat)
Einschluss von Diabetes mellitus, kardiovaskularer Vorer- 2,49 1,40-4,39 0,002

krankung, eGFR, Serum-Phosphat

Tab. 9: Vergleich der Subgruppen mit FGF-23 > 104 RU/ml vs FGF-23 < 104 RU/ml in Bezug auf kar-
diovaskuldre Endpunkte in einer dreischrittigen multivariaten Analyse

So zeigt sich die Unabhangigkeit der FGF-23-Spiegel von anderen Risikofaktoren fur
die Prognose kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat beim untersuchten Studien-
kollektiv.
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5 Diskussion

In der vorgelegten Dissertationsschrift wird bei nierenkranken, nicht-dialysepflichtigen
Patienten erstmals aufgezeigt, dass erhohte FGF-23-Spiegel unabhangige Pra-
diktoren kardiovaskularer Ereignisse sind.

5.1 Kardiorenale Komorbiditat

Die vielfaltigen Wechselwirkungen zwischen kardialer und renaler Morbiditat finden in
der klinischen Medizin ihren Niederschlag in einem aktuellen Klassifikationsversuch
sogenannter kardiorenaler Syndrome [49].

In einer Bevolkerung mit immer hoher liegender durchschnittlicher Lebenserwartung
steigen die Inzidenz und die Pravalenz sowohl kardialer als auch renaler Funktions-
stérungen.

Auf pathophysiologischer Ebene werden die kardiorenalen Wechselwirkungen multi-
faktoriell vermittelt. Neben hamodynamischen Faktoren (renal induzierte arterielle
Hypertonie, intravasale Volumenexpansion durch Natrium- und Wasserretention)
spielen ebenfalls endokrin und nerval vermittelte Wechselwirkungen (sympathische
Stimulation, Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, renale Anamie),
hormonelle Faktoren (BNP), immunvermittelte Schadigungen (Aktivierung von Mo-
nozyten und Zytokin-Sekretion) sowie pharmakologische Beeinflussungen (Therapie

mit Diuretika, ACE-Hemmer) eine Rolle.

5.2 Konsistenz zu vorausgehenden Studien

Wir konnten zeigen, dass allgemein anerkannte Zusammenhange wie die Abhangig-
keit der kardiovaskularen Mortalitat und Morbiditat vom Stadium der chronischen Nie-
reninsuffizienz im untersuchten Studienkollektiv konsistent zu den Resultaten vo-
rausgehender Studien darstellbar sind [1].

Diese Beobachtung der erhdéhten Gesamtsterblichkeit bei fortgeschrittener chroni-
scher Nierenkrankheit im untersuchten Studienkollektiv weist daher auf die Qualitat
und Validitat der erhobenen Daten hin.
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5.3 Konventionelle kardiovaskulare Risikofaktoren

Patienten mit hdheren FGF-23-Spiegeln unterscheiden sich von Patienten mit niedri-
geren FGF-23-Spiegeln signifikant in Bezug auf glomerulare Filtrationsrate, Protein-
urie, Calcium- und Phosphat-Spiegel, nicht jedoch hinsichtlich konventioneller kardio-
vaskularer Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus, kardiovaskularer Vorge-
schichte, Ubergewicht, Hypercholesterindmie oder systemarterieller Hypertonie. Da-
her stellt der FGF-23-Spiegel - beim signifikant unterschiedlichen ereignisfreien Uber-
leben des nach FGF-23-Spiegeln in 2 Klassen stratifizierten Studienkollektivs - einen
maoglicherweise noch starkeren kardiovaskularen Risikofaktor als die konventionellen
Risikofaktoren bei chronisch nierenkranken Patienten dar.

Denn die GrolRe des untersuchten Studienkollektives (N~150) reicht nicht aus, um
eine Unterschiedlichkeit hinsichtlich konventioneller Risikofaktoren bei Patienten mit
hoheren und niedrigeren FGF-23-Spiegeln zu erfassen, weil bei einem Studienkollek-
tiv mit einer GroRe um 150 Patienten statistisch nur Unterschiede, die groRRer als 20-
25% bzgl. einer Merkmalsauspragung sind, beim Vergleich zweier Gruppen erfasst
werden kénnen [50]. Dies trifft fur Rauchen, Diabetes mellitus, kardiovaskulare Vor-
geschichte, Ubergewicht, Hypercholesterindmie oder systemarterielle Hypertonie

nicht zu.

5.4 Erhohte FGF-23-Spiegel bei chronisch nierenkranken Patien-
ten — Ausdruck verminderter renaler Elimination oder erhoh-

ter Sekretion?

Bei chronisch nierenkranken Patienten lasst sich eine positive Korrelation zwischen
steigenden FGF-23-Spiegeln und abnehmender Nierenfunktion aufzeigen. Obwohl
dieser Zusammenhang bei fortgeschrittener Nierenerkrankung am deutlichsten ist,
kann er schon in sehr frihen Stadien nachgewiesen werden: selbst bei klinisch ge-
sund wirkenden alteren Patienten mit einer Cystatin-C-basiert errechneten
eGFR > 60 ml/min/1,73 m? [51] konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
FGF-23-Spiegel und der glomerularen Filtrationsrate gefunden werden [11]. Entspre-
chend zeigte sich auch in einer Studie von Isakova et al. [31] bei chronisch nieren-

kranken Patienten, dass eine Erh6hung der FGF-23-Spiegel schon bei sehr leicht
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eingeschrankter glomerularer Filtrationsrate nachweisbar ist, wahrend die Serum-
Phosphat- und Parathormon-Spiegel in diesem Stadium noch normal sind.
Schliel3lich hat auch die Heart and Soul Studie die Assoziation einer leicht- bis mode-
rat reduzierten glomerularen Filtrationsrate mit hdheren FGF-23-Spiegeln bei Patien-
ten mit kardiovaskularer Grundkrankheit aufgezeigt [52].

Bei terminaler Niereninsuffizienz (K/DOQI 5) konnen die FGF-23-Spiegel im Ver-
gleich zu Gesunden bis zu 100 fach erhoht sein [37].

Die Annahme friherer Studien, dass die erhdhten FGF-23-Spiegel bei chronisch nie-
renkranken Patienten hauptsachlich auf die verminderte renale Clearance zurlickzu-
fuhren seien, lasst sich dadurch widerlegen, dass das Verhaltnis von intaktem und C-
terminalen FGF-23 auch bei fortgeschrittener chronischer Nierenerkrankung stabil
bleibt [54].

Die fehlende Akkumulation der c- terminalen FGF-23-Fragmente spricht dabei gegen
eine FGF-23-Erhdhung aufgrund verminderter Elimination. Vielmehr gilt inzwischen
als Konsens, dass die erhdhten FGF-23-Spiegel direkt auf eine erhdhte FGF-23-
Sekretion zurtckgefuhrt werden kdnnen [53].

Aktuell gibt es zwei konkurrierende Nachweismethoden fur FGF-23 mittels ELISA,
die sich darin unterscheiden, welche Bindungsstellen am FGF-23-Molekul die beiden
zum Nachweis erforderlichen Antikdrper nutzen. Das eine Test-Kit weist lediglich in-
taktes FGF-23 nach, da jeweils ein Antikérper am C-terminalen und einer am N-
terminalen Ende des FGF-23-Molekdils binden muss. Das andere Test-Kit verwendet
Antikorper, die beide am C-terminalen Ende des FGF-23-Moleklls inserieren, so
dass sowohl intaktes als auch prozessiertes C-terminales FGF-23 nachgewiesen
wird (vgl. Abb. 3).

In mehreren Studien bei nierengesunden und nierenkranken Menschen zeigt sich
eine enge Korrelation zwischen C-terminalem und N-terminalem FGF-23 [52;54;55].
Weiterhin weist der nahezu identische Verlauf der Kaplan-Meier-Uberlebenskurven
fur renale Endpunkte bei nicht-diabetischen chronisch nierenkranken Patienten nach
Stratifizierung entweder fur N-terminales FGF-23 (mit einem Cut-Off von 35 pg/ml)
oder fir C-terminales FGF-23 (mit einem Cut-Off von 104 RU/ml) in der Studie von
Fliser et al. [54] darauf hin, dass eine Beschrankung auf die alleinige Bestimmung
des C-terminalen FGF-23 statthaft ist.

Selbst die Annahme einer systematischen Uberschatzung der wirklichen FGF-23-

Spiegel durch die durch obige Studienevidenz als unwahrscheinlich zu bewertende
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potentielle zusatzliche Erfassung biologisch inaktiver bereits prozessierter FGF-23-
Fragmente hat keine storende Relevanz, da alle gleichartig behandelten und gemes-
senen Proben demselben systematischen Fehler unterliegen zur statistischen Aus-
wertung in den prospektiven Untersuchungen nicht die absoluten Werte verwandt
wurden, sondern die FGF-23-Messwerte relativ zueinander betrachtet wurden, indem

FGF-23-Klassen gebildet und analysiert wurden.

5.5 FGF-23 als Prognoseparameter

Im Einklang mit den Ergebnissen dieser Inaugurationsschrift weisen weitere Kohor-
tenstudien darauf hin, dass FGF-23 als unabhangiger Risikofaktor flr die Prognose
der Progredienz einer chronischen Niereninsuffizienz anzusehen ist.

Als erste prospektive Kohortenstudie bei chronisch nierenkranken, nicht-dialyse-
pflichtigen Patienten (unter Ausschluss von Patienten mit diabetischer Nephropathie)
untersuchte die MMKD-Studie [54] 227 Patienten im K/DOQI Stadium 1 - 5 im Mittel
fur 53 Monate hinsichtlich des renalen Endpunktes der Progredienz der chronischen
Niereninsuffizienz. Die MMKD erkannte FGF-23-Spiegel als einen unabhangigen Ri-
sikofaktor fur die Progredienz der chronischen Niereninsuffizienz. Als Endpunkte in
der MMKD waren - analog der Endpunktdefinition in der durchgefihrten Beobach-
tungsstudie - eine Verdoppelung des Serum-Kreatinins und/oder das Erreichen einer
terminalen Niereninsuffizienz mit chronischer Dialysepflichtigkeit definiert.

Erganzend zeigte eine Cox-Regressionsanalyse der MMKD-Studie, dass der
FGF-23-Spiegel nicht nur ein starkerer Pradiktor als der Serum-Phosphat-Spiegel
war, sondern dartber hinaus die Serum-Phosphat-Spiegel nach Adjustierung auf die
FGF-23-Spiegel ihren pradiktiven Wert in Bezug auf die Progredienz einer chroni-
schen Niereninsuffizienz gar komplett einbufdten.

Bei inzidenten Dialysepatienten konnte erstmals in der ArMORR-Studie ein - erneut
vom Phosphat-Spiegel unabhangiger - Zusammenhang zwischen FGF-23 und der
1-Jahres-Sterblichkeit aufgezeigt werden [55]. Durch eine Einteilung der Probanden
in FGF-23-Quartile konnte dargelegt werden, dass die Patienten in der Quartile mit
den hochsten FGF-23-Werten eine fast sechsfach so hohe 1-Jahres-
Gesamtmortalitat aufwiesen wie Patienten in der niedrigsten Quartile, womit sich
FGF-23 gegenluber den Phosphat-Spiegeln als deutlich Uberlegender Risikofaktor

der 1-Jahres-Mortalitat erwies.
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Die vorgelegte Beobachtungsstudie sollte diese vorherigen Arbeiten erganzen, in-
dem erstmals bei chronischen nierenkranken, jedoch nicht-dialysepflichtigen Men-
schen eine Assoziation von FGF-23 und kardiovaskularen Ereignissen untersucht
wurde.

In der MMKD-Studie wurde das Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen nicht
berichtet; da die Probanden der MMKD-Studie deutlich jinger waren, eine geringere
Komorbiditat aufwiesen, welche insbesondere aus dem Ausschluss von Patienten mit
diabetischer Nephropathie resultierte, erscheint die MMKD-Studie fur die Analyse der
kardiovaskularen Prognose chronisch nierenkranker Menschen weniger geeignet als
das in dieser Inaugurationsschrift untersuchte Patientengut.

Die aufgezeigte Assoziation einer erhohten kardiovaskularen Ereignisrate bei Patien-
ten mit erhdhtem FGF-23 kdnnte entweder aus der Reflexion einer erhéhten Phos-
phatbelastung resultieren, welche ihrerseits kausal die Progredienz kardiovaskularer
Erkrankungen bedingt [56], oder einen eigenstandigen kardiovaskular schadigenden
Effekt von FGF-23 spiegeln. Fir letzteres spricht, dass hohere FGF-23-Werte auch
nach Adjustierung auf die Phosphat-Spiegel am untersuchten Studienkollektiv einen
unabhangigen Risikofaktor flr kardiovaskulare Ereignisse darstellen.

Eine wichtige klinische Evidenz fur eine extrarenale Organschadigung bei Patienten
mit chronischer Nierenerkrankung erkannten Gutiérrez et al. [57], welche eine von
anderen Risikoparametern unabhangige Assoziation von hohen FGF-23-Spiegeln
und linksventrikularer Hypertrophie aufgezeigt haben.

Auch die aktuelle HOM SWEET HOMe Studie [58] zeigt eine Assoziation zwischen
hohen FGF-23-Spiegeln und linksventrikularer Dysfunktion auch unabhangig vom
Vorliegen einer chronischen Nierenerkrankung auf. Gegen eine direkte kardiotoxi-
sche Wirkung von FGF-23 wurde eingewendet, dass FGF-23 membranstandiges
Klotho als Co-Faktor bendtigt, Kardiomyozyten jedoch kein Klotho exprimieren. Aller-
dings konnte jungst ein Klotho-unabhangiger Effekt von FGF-23 auf Kardiomyozyten
experimentell aufgezeigt werden [59].

In der Gesamtschau dieser klinischen und experimentellen Vorarbeiten und der vor-
gelegten Inaugurationsschrift erscheint die Assoziation zwischen FGF-23 und prava-
lenten bzw. inzidenten kardiovaskularen Erkrankungen pathophysiologisch nicht al-
leine aus einer Reflexion der Hyperphosphatamie zu resultieren, sondern FGF-23

eine hiervon unabhangige pathophysiologische Relevanz zu besitzen.
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Im Einklang damit hat sich in einer Subgruppen-Analyse des ArMORR-
Studienkollektives gezeigt, dass inzidente Dialysepatienten bei Einnahme von Phos-
phatbindern ein besseres Uberleben aufwiesen, welches erstaunlicherweise nach
Adjustierung fur die Phosphat-Spiegel persistierte [60]. Da die Einnahme von Phos-
phatbindern nicht allein das Serum-Phosphat, sondern aufgrund der dargestellten
endokrinologischen Regulationsmechanismen auch FGF-23 senkt, erscheint denk-
bar, dass der phosphatunabhangige Effekt der Einnahme oraler Phosphatbinder aus
der Senkung von FGF-23 resultierte.

Auch die Persistenz der Assoziation zwischen erhéhtem FGF-23 und kardiovaskula-
rem Risiko in der untersuchten Studienkohorte nach Korrektur fir Serum-Phosphat-
Spiegel weist auf eine eigenstandige Schadigung durch hohe FGF-23-Spiegel hin.

5.6 FGF-23 und kardiovaskuldre Risikoprognoseinstrumente

In der nierengesunden Allgemeinbevolkerung wurden mehrere Risikoscore-Systeme
zur Vorhersage der kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat entwickelt (ATP llI-
Risikokalkulator (Adult Treatment Panel), ESC Euro Score, PROCAM Score [61]).
Eine erste Limitation ist in der heterogenen Zusammensetzung der zu Grunde lie-
genden Studienkollektive zu sehen. Weitere Beschrankungen liegen in einer man-
gelhaften externen Kalibrierung, d.h. einer mangelnden Adjustierung vorhergesagter
auf tatsachlich stattgefundene Ereignisse, in einer begrenzten Diskrimination, d.h. die
korrekte Zuordnung eines Patienten mit entsprechenden Risiko in die richtige Risiko-
klasse, in statistischen Limitationen und schlussendlich auch in der Anwendbarkeit
der Risikoprognoseparameter auf eine andere als die der Erhebung zu Grunde lie-
gende Population, die sich etwa in Lebensgewohnheiten und geographischer Varianz
von der zu Grunde liegenden Studienpopulation erheblich unterscheiden kann.

Bei der Beurteilung der Ubertragbarkeit der Risikoprognoseinstrumente ist auRerdem
zu beachten, dass auf der Grundlage der vor vielen Jahre rekrutierten Daten die Vor-
hersagbarkeit der aktuellen Lebenswirklichkeit eingeschrankt sein kann [62].

Auch die Potenz der Diskrimination, dass heif3t die korrekte Klassifizierung von Per-
sonen mit unterschiedlichem Risiko, ist in den meisten Studien nur als ausreichend,
keineswegs als gut zu beurteilen. Die Diskriminationsfahigkeit der unterschiedlichen
Risikoprognoseinstrumente liegt bei allen Scoresystemen in einem Bereich, in dem

eine Falschzuordnung der Patienten in ca. 10 — 25 % der Falle moglich ist [61]. Dies
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kann einerseits zu Risikolberschatzung und zur potentiellen Uberbehandlung fiihren,
andererseits kann eine Risikounterschatzung eine potentiell therapeutisch sinnvolle
Intervention verhindern [63].

All die vielfaltigen Risikoscore-Systeme zur Risikoreduktion kardiovaskularer Morbi-
ditat und Mortalitat sind aktuell fur die deutsche Population nicht ausreichend validiert
und daher nur eingeschrankt einsetzbar.

Interessanterweise haben sich zum aktuellen Zeitpunkt Risikoprognosesysteme zum
Abschéatzen der kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat, die neben den oben auf-
gefuhrten Risikofaktoren auch die Auspragung einer chronischen Niereninsuffizienz
berucksichtigen, nicht in der klinisch breiten Verwendung etablieren konnen, obwonhl
eine vielfaltige Studienevidenz die chronische Niereninsuffizienz als unabhangigen
Risikofaktor kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat sicher aufgezeigt hat [64].
Ebenfalls muss angemerkt werden, dass aktuell keine Studien zum Einsatz von Risi-
koprognoseinstrumenten in der Primarpravention bei unselektiertem Patientengut
vorliegen, die einen Ruckgang von Mortalitat oder Morbiditat durch den Einsatz ent-
sprechender Score-Systeme mit konsekutiver Zuflihrung in eine adaptierte Therapie
nachweisen. Gleichwohl darf diese Tatsache nicht mit dem evidenten Nachweis der
Reduktion klinischer Ereignisse durch Beeinflussung eines einzelnen Risikofaktors
verwechselt werden.

Auf der Basis der vorliegenden Arbeit kann postuliert werden, dass FGF-23 neben
der glomerularen Filtrationsrate einen sinnvollen Parameter fur zukinftige Prognose-
scores darstellen konnte, welche neben klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren
auch die chronische Nierenerkrankung als nicht-klassischen Risikofaktor berucksich-
tigen. Ein solcher Risikoscore muss durch weiterfihrende gréliere Studien etabliert

und verifiziert werden.

5.7 Therapeutische Relevanz einer gezielten Beeinflussung der
FGF-23-Spiegel

Aktuell befinden sich keine Medikamente, die bei chronisch nierenkranken Patienten
erhdohte FGF-23-Spiegel direkt therapeutisch beeinflussen kénnen, vor der Marktrei-
fe. Allerdings kbnnen hohe FGF-23-Spiegel indirekt Uber den Einsatz von Phosphat-
bindern gesenkt werden, wie Ergebnisse von Tierstudien [65] und vorlaufige Daten
aus Studien an Menschen [66;67] aufzeigen.
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Im Einklang mit einer prognostisch relevanten Beeinflussung erhdhter FGF-23-
Spiegel legen Daten klinischer Kohortenstudien nahe, dass eine Therapie mit Phos-
phatbindern einen prognostischen Benefit hat, der nicht allein aus der Reduktion der
Phosphat-Spiegel resultiert. So kdnnte postuliert werden, dass die positiven Effekte
von Phosphatbindern auf die Prognose der Patienten in der ArMORR Studie zumin-
dest partiell Uber eine Senkung der FGF-23-Werte zustande gekommen sind. Hierfur
spricht der von den Phosphat-Werten vor und unter Phosphatbindereinnahme unab-
hangige Effekt von Phosphatbindern auf die Mortalitat.

Klinische Studien, die den Effekt einer Phosphatbindermedikation einerseits auf
FGF-23, andererseits auf das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse untersuchen,
laufen aktuell. So wird eine Phase llI-Interventionsstudie der Penn State Universitat
USA im Juni 2012 abgeschlossen sein, die bei Patienten im Alter von 18-80 Jahren
mit einer eGFR < 50 ml/min/1,73 m? die Gabe des Phosphatbinders Sevelamer-
carbonat 800 mg dreimal taglich zu den Mahlzeiten Uber 3 Monate gegenuber einer
Placebo-Applikation hinsichtlich der Senkung der FGF-23-Spiegel untersucht.

Eine weitere franzdsische multizentrische Phase llI-Interventionsstudie der Universi-
tat Amien mit ahnlichem Studiendesign bei Uber 18 Jahre alten Patienten mit einer
eGFR zwischen 15 und 45 mi/min/1,73 m? und einem C-terminalem FGF-23-Spiegel
> 120 RU/ml, was mit der Stratifizierung in FGF-23-Klassen mit einem Cut-Off von
104 RU/ml in der vorgelegten Studie vergleichbar ist, untersucht gleichfalls die Effek-
te des Phosphatbinders Sevelamercarbonat auf die Hohe der FGF-23-Spiegel. Diese
Studie wird ebenfalls voraussichtlich 2012 abgeschlossen sein.

Daruber hinausgehend zeigt die SHARP-Studie (Study of Heart und Renal Protec-
tion), dass die Langzeitbehandlung mit einer Kombination aus Ezetimib und Simvas-
tatin das kardiovaskulare Risiko signifikant bei nicht-dialysepflichtigen CKD-
Patienten, unabhangig vom Schweregrad der Erkrankung, vermindert [68;69].

5.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Untersuchung zeigt als erste Studie dieser Art, dass erhohte
FGF-23-Werte bei chronisch nierenkranken Patienten, die nicht dialysepflichtig sind,
unabhangig mit dem Risiko fur das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse assoziiert
sind. Diese Resultate erganzen die analogen Ergebnisse ahnlicher Studien bei dialy-

sepflichtigen Patienten.
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In Anbetracht der GroRRe des untersuchten Studienkollektiv und den damit verbunde-
nen statistischen Limitationen sollten weitere grol3e multizentrische Studien bei chro-
nisch nierenkranken Patienten erfolgen, um die hier dargelegte Evidenz erhohter
FGF-23-Spiegel als prognostisches Instrument zur Risikostratifizierung kardiovasku-
larer Mortalitat und Morbiditat zu festigen.

Moglicherweise erlaubt das verbesserte Verstandnis des sekundaren Hyperparathy-
reoidismus, nach welchem zumindest in frGheren Stadien der chronischen Nierener-
krankung erhdhte FGF-23-Spiegel und Parathormonspiegel sowie niedrigere Vitamin
Ds-Spiegel zur Erhaltung der Normophosphatamie in Kauf genommen werden [70],
neue Ansatzpunkte fur therapeutische Interventionen.

Eine direkte pharmakologische Beeinflussung erhohter FGF-23-Spiegel oder eine
indirekte FGF-23-Senkung durch frihen Einsatz von Phosphatbindern konnten somit
vielversprechende zukulnftige Therapieoptionen bei Patienten mit frihen Stadien der
chronischen Nierenerkrankung darstellen [71;72], die aufgrund ihrer Normophos-
phatamie nach aktuellen Leitlinien keine Indikation zur Einnahme von Phosphatbin-
dern aufweisen.

Diese MalRlnahmen konnten die konventionelle kardio- und nephroprotektive Medika-
tion, welche die Einnahme von Statinen und ACE-Hemmern umfasst, sinnvoll ergan-
zen und zur weiteren kardiovaskularen Prognoseverbesserung bei der grolen, ge-

sundheitsékonomisch relevanten Gruppe chronisch nierenkranker Patienten fuhren.
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Anhang

Datenerhebung Hausarztbefragung

UNIVERSITATSKLINIKUM
DES SAARLANDES

Klinik fir Innere Medizin [V - Nieren- und Hochdruckkrankheiten
Direktor: Prof. Dr. med. D. Fliser

Innese: Mediin NV, Universisisidindum des Ssssndes, (66421 Hombuny

Telefax (2 Seiten

Frau."Heerr med.

Follow-up-Studie bei chronisch nierenkranken Patienten

Patieni:

Sehr geehrie Kolleginnen und Kollegen,

wir filhren bei einem Patientenkollektiv von 150 Patienten eine Follow-up-Studie
zur Evaluierung von sonographischen und laborchemischen Progressionsmarkem
bei chronischen Nierenerkrankungen durch. Der Beobachiungszeitraum der
Studie umfasst die Jahre 2004-2007/2008. Wir haben eine telefonische Befragung
der initial 2004 bei uns in einer Studie erfassten Patienten im Jahr 200752008
durchgefishrt.

Dielder o.g. PatientinfPatient hat telefonisch sein Einverstandnis in Bezug auf die
Weitergabe der haus- und fachérzilich erfassten Daten an uns zu Studienzwecken
erklart. Weiterhin wurde die Untersuchung durch die Ethik-Kommission der
Arztekammer des Saarlandes genehmigt.

Aufgrund einiger fehlender Daten sind wir auf lhre Mithilfe angewiesen und bitten
Sie freundlichst um einige Angaben in Bezug auf Ihre oben genannten Patienten.
Insbesondere sind fiir uns die von lhnen dokumentierten Kreatinin-Werte im
Beobachtungszeitraum wichtig. Wir behandein selbstverstandlich alle Daten
anonymisiert

Bitte faxen Sie uns den Fragebogen, auch wenn Sie nicht zu allen Punkten
Angaben machen konnen, an die Telefax Nummer 0684116 zuriick, Geme
konnen Sie uns ein Ausdruck der Laborwerte (insbesondere Kreatinin-Werte im
zeitlichen Verlauf) als Anhang zukommen lassen.

Bei Ritckfragen emeichen Sie uns unter der Telefonnummer 06841-16-23527 (PD
Dr. med. G. Heine f Frau Dr. med. 5. Seiler Ober Sekretanat Frau Kolb).

Wir danken lhnen ganz herzlich fiir Ihre freundliche
Unterstiitzung unserer Studie!

Mit freundlichen kollegialen Grifen

0. Roth
Doktorand

PD Dr. med. G. Heine
Oberarzt der Klinik

Dr.med. 5. Seiler
Assistenzarztin

Prod. Dr. D. Fliser
Sekretariat und Privatambulanz
Tel: 05541-16-23526

Fax D554 1-16-23540 o

Saanand. og

Tel 73512 Fax 23499
Urinisbor
Tel 23335 Fax 2499

Transpiantationsbimno
Tl 23551 Fax 23597
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UNIVERSITATSKLINIKUM
DES SAARLANDES

Klinik fir Innere Medizin IV - Nieren- und Hochdruckkrankheiten
Direktor: Prof. Dr. med. D. Flizer

Mledizin I, UniversiSskinium des Snsdendes, D-66421 Homb

Herm
Dr. med. Mustermann
Musterstr. 12

66421 Homburg

Follow-up-Studie bei chronisch nierenkranken Patienten

Patient:

Sehr geehrte Kolleginnen und Kollegen,

wir filhren bei einem Patientenkoliektiv von 150 Patienten eine Follow-up-Studie
zur Evaluierung von sonographischen und laborchemischen Progressionsmarkem
bei chronizchen Nierenerkrankungen durch. Der Beobachtungszeitraum der
Studie umfasst die Jahre 2004-2007/2008. Wir haben eine telefonische Befragung
der initial 2004 bei uns in einer Studie erfassten Patienten im Jahr 200772008
durchgefihrt.

Diefder o.g. PatientinPatient hat telefonisch sein Einverstandnis in Bezug auf die
Weitergabe der haus- und facharztlich erfassten Daten an uns zu Studienzwecken
erklart. Weiterhin wurde unsere Untersuchung durch die Ethik-Kommission der
Arztekammer des Saariandes genehmigt.

Aufgrund einiger fehlender Daten sind wir auf lhre Mithilfe angewiesen und bitten
Sie freundlichst um einige Angaben in Bezug auf Ihre oben genannten Patienten.
Insbesondere sind fiir uns die von lhnen dokumentierten Kreatinin-Werte im
Beobachtungszeitraum wichtig. Wir behandein selbstverstandiich alle Daten
anonymisiert.

Bitte senden Sie ung den Fragebogen, auch wenn Sie nicht zu allen Punkten
Angaben machen konnen, per Post mit beiliegendem Antwortumschiag
zuriick. Geme konnen Sie uns ein Ausdruck der Laborwerte (insbesondere
Kreafinin-Werte im zeitlichen Verauf) als Anhang zukommen lassen.

Bei Ruckfragen emeichen Sie uns unter der Telefonnummer DE841-16-23527 (PD
Dr. med. G. Heine { Frau Dr. med. S_ Seiler dber Sekretariat Frau Kolb).

Wir danken lhnen ganz herzlich fir lhre freundliche
Unterstiitzung unserer Studie!

Mit freundlichen kollegialen Grilen

PD Dr. med. G. Heine
Oberarzt der Klinik

Dr. med. 5. Seiler D. Roth
Assistenzérziin Doktorand

Prof Dr. O. Fliser
Sakretariat und Privatambulare
Tiel © D5541-16-23526
Fal:l:ﬁ&li—iﬁ-_!ﬂﬁm oo

saafand.de
ZAAMNC e ICReie
Datum: 14042009
Urser Zedchen: dr

Migren- und Hochdrick-Ambulanz
Ted. 23502 Fax 3508

Tl Z¥510 Fax 23508

Tel. ZF502/23500 Fax 23508

Stafionan
Station M40 (Bab. 40)
Tl 23522 Fag 23355
Station MA402 |E2b.6)

Tl 23506 Fax 23558
Funifionabereich Hamodialyse
M403 {Geb, &0, Zeniraie)
Tel 23503 Fax 23387
M4D4 Akuitialyse (Geb. 40)
Ted 23505 Fax 23567

MO {Geb.40)

Tl ZE504 Fax 233567
Dialysestitzpunkt [Geb. §)
Tl Zk551 Fax 23567

Apheressrverfahnen

Tel 2¥505 Fax 233587
Mephrologisches Labor
Foeschungsiabor

Tel. 23512 Fax 23499
Uriniabor

Tel 2E535 Fax 23499
Tranaplantationsbiare
Tel ZE551 Fax 23597
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Patient:

Mame ‘Vomame Geb.-Datum

Fallz Sie eine Frage mit Ja" beantworten, bitte wir Sie freundlich um erganzende Angaben.

1

10

1

12

Hatte der Patient seit 2004 einen Myokardinfarkt?
Oja O nein
falls ja: Diagnose / Zeitpunkt / wo behandelt? ;

Hatte der Patient seit 2004 eine Bypass-Operation?
Oja O nein
falls ja: Procedur ! Zeitpunkt f wo behandelt?

Hatte der Patient seit 2004 eine interventionelle Koronarangigraphie mit Dilatation oder
Stent-Implantation?

Cja O nein

falls ja: Procedur ! Zeitpunkt f wo behandelt?
Hatte der Patient seit 2004 die Symptomatik eines Apoplex mit aphasischen Symptomen oder
Extremitatenparesen fir jber 24 Stunden?
Oja O nein

fallz ja: Diagnose / Zeitpunkt / wo behandelt?

Hatte der Patient zeit 2004 die Symptomatik einez Apoplex mit aphasischen Symptomen oder
Extremitatenparesen fiir yeniger als 24 Stunden?

Oja O nein

falls ja: Diagnose / Zeitpunkt / wo behandelt?

Ist der Patient seit 2004 an den Carotiden interveniert oder operiert (TEA, Stent, Dilatation)?
Oja O nein

falls ja: Procedur / Zeifpunkt f wo behandelt?
Ist der Patient seit 2004 an den Becken oder Beinschlagadern mittels Bypass oder TEA
operiert oder Katheter-dilatiert worden? (keine Varicosis-Operationen)

Oja O nein

falls ja: Procedur ! Zeitpunkt / wo behandeit? |

Izt bei dem Patient seit 2004 eine Amputationsoperation durchgefiithrt worden?

Oja O nein

falls ja: Procedur ! Zeitpunkt / wo behandeft?
Ist der Patient aufgrund seiner chronischen Nierenerkrankung inzwischen dialysepflichtig
geworden?

Oja O nein

fails ja: Zeitpunkt des Beginns / Dialysezentrum? :

uns sehr hilfreich?
Datum: Kreatinin-Wert: (Einheit)

Hat der Patient Diabetes mellitus?
Qja O nein
fails ja: seit wann? ;

Falls Diabetes meliitus besteht: Wird dieser mit Insulin behandelt?
Oja O nein
fails ja: seit wann? ;

Vielen Dank fiir lhre freundliche Unterstiitzung!
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9.2 Datenerhebungsbogen Patienten

Guten Tag Herr/Frau ...

Mein Name ist Daniel Roth. Ich rufe Sie aus der Kiinik fiir Innere Medizin der Universitatskliniken des Saarlandes an.

Als Sie sich vor 3 Jahren bei uns in ambulanter Behandlung befunden haben, nahmen Sie freundlicherweise an einer klinischen
Untersuchung teil, in dessen Rahmen mehrere Ultraschalluntersuchungen durch Frau Reichart und Dr. Heine durchgefihrt
worden sind.

Ich rufe Sie nun an, da wir herausfinden wollen, wie es unseren Patienten heute geht.

Ich wiirde mich sehr freuen, wenn Sie deshalb fiir mich ein paar Minuten Zeit hatten und einverstanden sind, wenn ich lhnen ein
paar Fragen stellen darf in Bezug auf Ihren Gesundheitszustand heute.

Wir wollen wissen, ob die damaligen Ultraschalluntersuchungen geeignet sind, den Krankheitsverlauf bei nierenkranken Perso-
nen Uber die Jahre besser vorherzusagen.

Deswegen sind lhre Angaben fiir uns wichtig, um nierenkranke Menschen wie Sie zukiinftig noch besser behandeln zu kénnen.
Ich wiirde lhnen dann gerne ca. 20 einfache Fragen zu lhrer Gesundheit stellen.

Wenn Sie auf einzelne Fragen nicht antworten wollen oder nicht antworten kénnen, kdnnen Sie diese auch einfach weglassen.
Selbstverstandlich unterliegen alle Angaben, die Sie machen, der Schweigepflicht und werden im Rahmen der Studie anonym
ausgewertet.

Waren Sie damit einverstanden oder wollen Sie zuerst von mir noch irgendetwas wissen? Also, ich werde dann zusammen mit

lhnen die Fragen durchgehen. Vielen Dank nochmal fiir Ihr Vertrauen und |hre Zeit!

Patientenbefragung

Proband Befragungsdatum
Name geb.
Tel Ambulanzpatient: Oja O nein
1 Hatten Sie seit dem tt.mm.2004 einen Herzinfarkt?
Vorinfo:
Oja wann? wo stationar behandelt?
O nein
2 Hatten Sie seit dem tt.mm.2004 eine Bypass-Operation?
Vorinfo:
Oja wann? wo stationar behandelt?
O nein
3 Hatten Sie seit dem tt.mm.2004 eine Aufdehnung von HerzkranzgefalRen mittels Herzkatheter?
Vorinfo:
Oja wann? wo stationar behandelt?
O nein
4 Hatten Sie seit dem tt.mm.2004 einen Schlaganfall mit Stérungen des Sprachzentrums oder Lahmungen der Glied-
malden, die langer als 24 Stunden angedauert haben?
Vorinfo:
Oja wann? wo stationar behandelt?

O nein
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12

13

16

17

18

19

20

21

22

Hatten Sie seit dem tt.mm.2004 einen Schlaganfall mit Stérungen des Sprachzentrums oder Lahmungen der Glied-
malfien, die klrzer als 24 Stunden angedauert haben, oder pldtzlichen Sehverlust Gber weniger als 24 Stunden?
Vorinfo:

Oja wann? wo stationar behandelt?

O nein

Sind Ihre Halsschlagadern seit dem tt. mm.2004 operiert oder mittels Katheter aufgedehnt?
Vorinfo:

Oja wann? wo stationar behandelt?

O nein

Sind lhre Becken- oder Beinschlagadern seit dem tt.mm.2004 mittels Bypass operiert oder mittels Katheter aufge-
dehnt? Hierbei sind keine Operationen von Krampfadern gemeint!
Vorinfo:

Oja wann? wo stationar behandelt?

O nein

Ist bei lhnen seit dem tt.mm.2004 eine Amputationsoperation erforderlich gewesen?
Vorinfo:

Oja wann? wo stationar behandelt?

O nein

Vorinfo: Zum Erhebungszeitpunkt Raucher?

Oja 10> Rauchen Sie heute noch? Oja O nein
O nein 11> Haben Sie das Rauchen wieder begonnen O ja, wann O nein

Wann haben Sie die letzte Zigarette / Zigarre geraucht?

Sind Sie aufgrund Ihrer Nierenerkrankung inzwischen Dialysepflichtig geworden?

Vorinfo:
Oja

14-> Seit wann sind Sie dialysepflichtig?

15-> In welchem Dialysezentrum dialysieren Sie?
O nein

Ist bei lhnen eine Nierentransplantation geplant?
Vorinfo:

Oja wann? wo?

O nein

Wann wurde das letzte Serum-Kreatinin bestimmt?

Von wem wurde das Serum-Kreatinin zuletzt bestimmt?

Wer bestimmt bei Ihnen zusatzlich regelmaRig Blutwerte?
(cave: Ambulanzpatient?)

Wer ist Ihr aktueller Hausarzt? Name Ort

falls extern: aktueller Nierenfacharzt? Name Ort

Hat sich lhr Hausarzt seit 2004 geandert?
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23

24

Oja - 23 Wer war es zuvor? Name Ort

O nein
Darf ich lhren Hausarzt / Ihren Facharzt in Bezug auf diese Fragen anrufen?

Oja
O nein

Sind Sie zuckerkrank? Vorinfo:

Oja seit wann? > 25 Medikamente? O ja, seit wann:
O nein

26 Insulin? O ja, seit wann:
O nein

O nein
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9.4 Lebenslauf

Daniel Thorsten Roth
geboren am 11.12.1979 in St. Wendel

Schulbildung
1986 — 1990
1990 — 1999

Zivildienst

07/1999 — 06/2000

Studium
10/2000 — 10/2007

09/2002
2003 - 2006

10/2003
09/2006
10/2006 — 09/2007

10/2007

Beruf
11/2007 — 12/2007

Grundschule St. Anna, St. Wendel

Abitur am Arnold-Janssen-Gymnasium, St. Wendel

Zivildienst im Rettungsdienst und Krankentransport als Ret-

tungssanitater, Deutsches Rotes Kreuz St. Wendel

Studium der Humanmedizin an der Universitat des Saarlandes

Arztliche Vorpriifung

Famulaturen in Innere Medizin, Allgemeinmedizin, Geriatrischer

Rehabilitation, Neurologie
Erster Abschnitt der arztlichen Prifung
Zweiter Abschnitt der arztlichen Prufung

Praktisches Jahr am Universitatsklinikum des Saarlandes
(Chirurgie, Innere Medizin, Anasthesie)

Dritter Abschnitt der arztlichen Prufung und Approbation als Arzt

Assistenzarzt in Weiterbildung, Geriatrische Reha-Klinik, Kreis-
krankenhaus St. Ingbert (Chefarzt Dr. med. Eckert)
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01/2008 — 09/2011 Assistenzarzt in Weiterbildung Innere Medizin, St. Johannis-

seit 10/2011

Krankenhaus Landstuhl (Chefarzt Dr. med. Gabriel)
Assistenzarzt in Weiterbildung Innere Medizin und Kardiologie,
Westpfalz-Klinikum GmbH Kaiserslautern, Innere Medizin |l
(Chefarzt Prof. Dr. med. Schumacher)



