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Abstract

Chronic kidney disease - mineral and bone disorders (CKD-MBD) substantially
contribute to the high burden of cardiovascular morbidity in patients with impaired
renal function. During progression of chronic kidney disease (CKD), individual
components of CKD-MBD occur at specific time points. Nonetheless, the exact
temporal sequence of these alterations remains unclear. Only very recently, the
phosphaturic hormone fibroblast growth factor (FGF)-23 and its cellular coreceptor
Klotho have been identified as central components of CKD-MBD, and it has been
hypothesized that a decreased expression of Klotho may represent the very initial
pathophysiological alteration in early CKD-MBD. Of note, Klotho exists in both
membrane-bound and secreted (sKlotho) forms.

Against this background, we analyzed plasma sKlotho and FGF-23 levels as well as
other components of CKD-MBD in a cohort of 321 patients with stage 2-4 CKD.
Patients were prospectively followed for an average of 2 years for the occurrence of
death, halving eGFR or initiation of renal replacement therapy.

At baseline, plasma sKlotho levels were significantly associated with age, but not with
glomerular filtration rate or other parameters of CKD-MBD. In longitudinal analysis,
FGF-23 independently predicted renal outcome, while sKlotho did not.

Thus, plasma levels of sKlotho were not related to kidney function and did not predict
adverse outcome in patients with chronic kidney disease. Future studies are needed
to understand in how far tissue expression, urinary excretion, and plasma levels of

Klotho may diverge in progressive chronic kidney disease.



Kurzfassung

Stoffwechselstérungen im Calcium-, Phosphat- und Knochenhaushalt chronisch
nierenkranker Menschen (,Chronic kidney disease - mineral and bone disorders®;
CKD-MBD) tragen zentral zur erhdhten kardiovaskularen Morbiditat bei chronischer
Nierenerkrankung bei. Mit Voranschreiten einer chronischen Nierenerkrankung treten
einzelne Komponenten der CKD-MBD zeitlich gestaffelt auf, obschon die genaue
zeitliche Abfolge dieser Verdnderungen unklar ist. Der phosphaturische Fibroblasten
Wachstumsfaktor (FGF)-23 und sein zellularer Co-Rezeptor Klotho wurden erst vor
wenigen Jahren als zentrale Komponenten der CKD-MBD identifiziert. Es wurde
daraufhin postuliert, dass eine verminderte Expression von Klotho die initiale
pathophysiologische Veranderung der CKD-MBD darstellen kdnnte. Klotho existiert
in einer membranstandigen und in einer sezernierten Form (sKlotho).

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in einer Kohorte von 321 chronisch
nierenkranken Probanden in den K/DOQI Stadien 2-4 sKlotho, FGF-23 und weitere
Komponenten der CKD-MBD. Alle Patienten wurden prospektiv nachverfolgt; die
mittlere Nachbeobachtungszeit betragt zwei Jahre. Als renaler Endpunkt wurde das
Auftreten einer Halbierung der glomeruldren Filtrationsrate, die Einleitung einer
Nierenersatztherapie und Tod jedweder Genese definiert.

In Querschnittsanalysen korreliert sKlotho signifikant mit dem Alter der Probanden,
nicht jedoch mit der glomerularen Filtrationsrate oder anderen CKD-MBD
Parametern. In der prospektiven Nachverfolgung erweist sich nicht sKlotho, sondern
FGF-23 auch nach multivariater Anpassung als Pradiktor des renalen Endpunktes.
Somit kann sKlotho weder in der Querschnittsanalyse mit der Nierenfunktion, noch in
der Longitudinalanalyse mit der renalen Prognose assoziiert werden. Zukunftige
Studien sollten untersuchen, ob im Verlauf einer chronischen Nierenerkrankung

Gewebeexpression, Urinexkretion und die Plasmaspiegel von Klotho divergieren.



1. Einleitung

Weltweit ist eine stetige Zunahme von Inzidenz und Prévalenz der chronischen
Nierenerkrankung (,,Chronic Kidney Disease”, CKD) zu verzeichnen. So lasst sich in
einer Querschnittsanalyse grol3er US-amerikanischer Datenbanken eine Zunahme
der Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung in den Stadien K/DOQI (,Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative”) 1-4 von 10 % auf 13 % in der

3. Ahnliches gilt fir die deutsche

nordamerikanischen Bevdlkerung feststellen
Bevélkerung “, obgleich hierzulande leider keine detaillierteren epidemiologischen
Daten vorliegen.

Im Vergleich zur nierengesunden Normalbevdlkerung geht die CKD mit einer deutlich
erhéhten kardiovaskularen Mortalitat einher °. Einerseits lasst sich dieses deutlich
erhohte Mortalitatsrisiko partiell auf ,klassische* kardiovaskulare Risikofaktoren wie
eine arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie und
Nikotinkonsum zurtckfihren. Andererseits spielen dariber hinaus differente
Faktoren als in der nierengesunden Normalbevidlkerung eine zentrale Rolle. Hierzu
zéhlen unter anderem eine chronische Mikroinflammation, oxidativer Stress, renale
Anamie und insbesondere ein gestorter Calcium-Phosphat-Metabolismus (Ca-P;-
Metabolismus). Prospektive klinische Studien zeigen, dass eine Hyperphosphatamie,
ein sekundarer Hyperparathyroidismus sowie ein Mangel an Vitamin D ®° jeweils
unabhangig mit einer erhodhten kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat bei
CKD-Patienten vergesellschaftet sind.

Die therapeutische Beeinflussung einerseits von ,klassischen* kardiovaskularen

10,11

Risikofaktoren wie die Behandlung einer Hypercholesterindmie und der Einsatz

von ACE-Hemmern *?, andererseits von dialysespezifischen Faktoren (High-Flux vs.

13

Low-Flux-Membranen) *° oder das Anheben des Hamoglobin-Wertes auf erhthte

Zielwerte mittels Erythropoetintherapie ***°

, erzielten jedoch leider bisher keine
definitive Prognosebesserung bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung.

Im Gegensatz zu diesen enttauschenden Ergebnissen erscheint die therapeutische
Beeinflussung des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels zur Reduktion kardiovaskularer
Ereignisse vielversprechend '8 obgleich Ergebnisse von prospektiven,
kontrollierten Interventionsstudien zumeist noch ausstehen.

Wahrend das traditionelle Konzept des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels bei

nierenkranken Menschen sich vor allem auf die Trias sekundare



Hyperphosphatamie, Hyperparathyroidismus und Hypovitaminose D fokussiert,
weisen Ergebnisse wissenschaftlicher Studien der letzten 15 Jahre auf weitere
regulatorische Komponenten des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels hin. Von
besonderer Kklinischer Bedeutung erscheint hierbei das kurzlich entdeckte
phosphaturische Hormon FGF-23 (Fibroblast Growth Factor).

1.1 Fibroblast Growth Factor 23

1.1.1 Struktur FGF-23

Die FGF-Familie definiert sich aus sieben bisher bekannten Untergruppen von
Polypeptiden *°?°. FGF-23, eines von drei Mitgliedern der FGF-19 Familie, ist ein

21,22

zentraler Regulator der Calcium-Phosphat-Homoostase und wird priméar von

Osteoblasten sowie zu einem geringeren Anteil von Osteozyten gebildet 2°23,
Gegensatzlich zu anderen FGFs zeichnet sich FGF-23 durch eine endokrine statt
parakrine Wirkung aus, welche durch seine einzigartige beta-Kleeblatt-Struktur
bedingt ist. Durch Disulfid-Bricken stabilisiert, bedingt diese Struktur eine niedrige
Affinitat zu Heparin * und erméglicht FGF-23, welches mit einer Halbwertszeit von

58 min im Blutkreislauf zirkuliert 24, endokrin zu wirken.

1.1.2 Funktion / Pathophysiologie FGF-23

Physiologisch reguliert FGF-23 das Ausmalf} der Phosphatausscheidung der Nieren
Uber den von proximalen Tubuluszellen exprimierten Na/P; Co-Transporter vom
Typ Il. Dieser an der apikalen Zellmembran exprimierte Transporter ist fur die
Reabsorption von Phosphat aus dem Primarharn verantwortlich °. FGF-23 greift
durch Reduktion der Anzahl des zellmembranstandigen Na/P; Co-Transporter Typ Il
effektiv in die Phosphat-Homdostase ein %°.

Molekularbiologisch lasst sich die Gruppe der Na/P; Co-Transporter vom Typ Il in
weitere Untergruppen differenzieren, von denen vor allem der Subtyp Na/P;lla %’
sowie zu etwa einem Drittel der Subtypllc ?® fir die Phosphatriickresorption



verantwortlich sind. Fir FGF-23 vermittelte phosphaturische Effekte ist primar
Subtyp Ila verantwortlich .

Verschiedene Mausmodelle bestatigen die durch Na/P; Co-Transporter vermittelten
phosphaturischen Effekte von FGF-23. Die Uberexpression von FGF-23 duRert sich
durch einen exzessiven renalen Phosphatverlust durch Suppression der Na/P; Co-

29-31

Transporter Kongruent zeigt sich bei FGF-23 knock-out Mausen eine

Uberexpression der Na/P; Co-Transporter sowie eine daraus resultierende
Hyperphosphatamie 334,

Neben seinen regulatorischen Effekten auf die renale Phosphatausscheidung
beeinflusst FGF-23 direkt - durch Suppression des gastrointestinalen Na/P;
Transporter vom Typ Ilb ** - als auch indirekt - durch Reduktion der Serumspiegel
von aktivem Vitamin D, welches die intestinale Calcium- und Phosphataufnahme aus
der Nahrung steigert - die intestinale Resorption von Phosphat **. Das Phosphatonin
FGF-23 supprimiert hierbei die Spiegel von aktivem Vitamin D ***® durch Hemmung
der Expression der alpha-Hydroxylase (CYP27B1), dem Schlisselenzym der
Synthese von aktivem Vitamin D (Calcitriol). Zusatzlich vermittelt es eine vermehrte
Expression der 24-Hydroxylase (CYP24A1), welche fir die Degradation von Calcitriol
verantwortlich ist **. Umgekehrt erhéht Calcitriol auf Transkriptionsebene die FGF-23
Bildung, so dass sich ein negativer Feedbackkreislauf schlieRt *’. Ein weiterer
Regulationskreis resultiert aus der Hemmung der Expression von Parathormon in
den C-Zellen der Nebenschilddriise durch FGF-23 * und der Induktion der
FGF-23 Bildung durch Parathormon *°.

1.1.3 FGF-23 und chronische Nierenerkrankung

Vergleicht man FGF-23 Spiegel zwischen gesunden Kontrollprobanden und
Patienten mit CKD im Stadium der Dialysepflichtigkeit (K/DOQI 5D), lassen sich in
der Gruppe der Dialysepatienten mehr als 100-fach erhéhte FGF-23 Serumwerte
nachweisen “.

Bereits vor Erreichen der Dialysepflichtigkeit steigen FGF-23 Spiegel bei chronisch
nierenkranken Menschen mit abnehmender glomeruléarer Filtrationsrate (GFR)
kontinuierlich an. Als gesichert gilt, dass die fortgeschrittene CKD mit erhdhten
FGF-23 Werten einhergeht **. Neue Studienergebnisse suggerieren dariiber hinaus,
dass FGF-23 Spiegel bereits in sehr frilhen Stadien der CKD ansteigen *%. So steigen



die FGF-23 Spiegel bei Patienten in Stadien K/DOQI 2-3 und somit bei bereits nur
geringer Einschrankung der GFR an “****%* von besonderem Interesse erscheint,
dass FGF-23 Spiegel hierbei bereits erhéht sind, bevor Parathormon oder Serum-
Phosphat ansteigen “>*.

Eine Hyper-FGF-23-amie erscheint von grof3er klinischer Bedeutung, da einerseits
FGF-23 zur Aufrechterhaltung vermeintlich normaler Phosphatwerte bei Patienten mit
abnehmender glomerularer Filtrationsrate beitragt, anderseits jedoch erhéhte FGF-23
Spiegel in mehreren epidemiologischen Arbeiten Pradiktoren von kardiovaskularen
Ereignissen, renalen Ereignissen und Gesamtmortalitat sind *"°.

Daher ist ein Verstandnis des komplexen Regelkreises der Calcium-Phosphat-
Homdoostase von grol3er Bedeutung, um die Therapie der chronischen
Nierenerkrankung zu verbessern. Als initiale Ursache des Anstieges von FGF-23 in
frihen Stadien der CKD, noch bevor ein Hyperparathyroidismus oder eine
Hyperphosphatamie apparent sind, wird eine verminderte Expression des FGF-23
Co-Rezeptors Klothos diskutiert. Da FGF-23 zur Entfaltung seiner Funktion in den
physiologischen Zielorganen Niere und Nebenschilddrisen auf zellularer Ebene
obligat auf Klotho angewiesen ist, kdnnte ein Klotho-Mangel hypothetisch in einer

sekundaren Hyper-FGF-23-amie miinden .

1.2 Klotho

1.2.1 Klotho - Gen und Protein

Das Klotho-Gen setzt sich aus 5 Exons zusammen °%°!

, welche fir ein 1014
Aminosauren (AS) langes transmembrandses Protein vom Typ | kodieren. Die
aulBerst kurze intrazellulare Doméne mit einer Lange von 10 AS besitzt keine
bekannten funktionellen Gruppen. Die extrazellulare Domé&ne weist zwei interne
Repeats auf und zeigt eine schwach ausgepragte Homologie zu Glycosidasen der
Familie I, welche die Fahigkeit besitzen, beta-glykosidische Verbindungen in
Sacchariden, Glykoproteinen und Glykolipiden zu hydrolysieren °°2.

Klotho wird hauptsachlich in den Regulationsorganen des Calcium-Phosphat-

52

Matabolismus wie dem distalen Tubuluskonvolut der Niere und den

Nebenschilddriisen >* exprimiert. Weitere Expressionsorte des Peptidhormons sind



52 54

die Plexus Choroidei des Encephalons °°, Hypophyse, Nebenschilddriisen *7,

Pankreas, Ovarien, Testes und Plazenta °2.

1.2.2 Funktion / Pathophysiologie Klotho

Es existieren mindestens zwei verschiedene Formen von Klotho: Membranstandiges
Klotho (mKlotho) ist als obligater Co-Faktor fur FGF-23 entscheidend fur die
physiologische Wirkung von FGF-23 °>>°’. Aufgrund seiner &uRerst niedrigen
Rezeptoraffinitat vermag FGF-23 unter physiologischen Konzentrationen in
Abwesenheit von Klotho es nicht, FGF-Rezeptoren (FGFRs) zu aktivieren . Klotho
steigert die Affinitat zwischen FGF-23 und FGFR durch Bildung eines binéaren
Komplexes mit verschiedenen FGFR Isoformen (FGFR1c, 3c und 4) ***.

Durch eine Abtrennung der extrazellularen Doméane von mKlotho durch extrazellulare
Proteasen ensteht sezerniertes Klotho (sKlotho), welches als humoraler Faktor
wirkt®® und in Blut, Urin sowie Liquor cerebrospinalis nachgewiesen werden
kann ®®®,  sKlotho  wirkt  auf  verschiedene  lonenkandle  sowie
Wachstumsfaktorrezeptoren  (,Growth Factor Receptors®, GFRs) an der
Zelloberflache modulierend und verhindert physiologisch die Internalisierung von
TRPV5 sowie TRPV6 (,,Transient Receptor Potential“, Kationenkanal, Subfamilie V,
Mitglied 5 bzw. 6) von der Zelloberflache %%,

TRPV5S ist ein Calciumkanal, der an der apikalen Seite renaler Tubuluszellen
exprimiert wird und die Riickresorption von Calcium aus dem Primarharn steuert ®.
Tierexperimentelle Daten belegen eine Regulation der Calcium-Homoostase des
Organismus durch sKlotho .

Durch Modulation des Calciumkanals TRPV6, der in intestinalen Epithelien exprimiert
wird, beeinflusst die sezernierte Form von Klotho zuséatzlich direkt die intestinale
Calciumaufnahme 32,

Des Weiteren verhindert sezerniertes Klotho die Internalisierung von ROMK1 (,,Renal
Outer Medullary Potassium Channel*). ROMKL1 ist ein an der apikalen Membran von
renalen Tubuluszellen exprimierter Kaliumkanal, der primar fur die Sekretion von
Kalium in den Urin verantwortlich ist. Durch Verhinderung dessen Internalisierung
erreicht sKlotho eine gesteigerte Kaliumausscheidung via Urin .

Eine weitere Funktion von sKlotho besteht in der direkten Regulation des NaPi-lla
Phosphattransporters, welcher ebenfalls durch FGF-23 supprimiert wird. Durch



enzymatische Modifikation sinken Anzahl und Aktivitat dieses Phosphattransporters,
was zu einer - durch Klotho direkt vermittelten, von FGF-23 unabh&ngigen -
Phosphaturie fiihrt ©’.

1.2.3 Klotho und chronische Nierenerkrankung

Studien belegen die Abnahme der Expression von Klotho bei Patienten mit
fortschreitender chronischer Nierenerkrankung: Zum einen fuhrt das Voranschreiten

der CKD zu verminderter Expression von Klotho in den Nebenschilddriisen %7,

zum
anderen ist die Expression des Klotho Proteins auch im Nierengewebe von CKD
Patienten signifikant geringer ausgepragt 2. Diese Veranderungen fiihren konsekutiv
zu einem - durch FGF-23-Resistenz der Nebenschilddrisen bedingten - sekundéaren
Hyperparathyreoidismus. Gleichzeitig kann eine renale FGF-23 Resistenz postuliert
werden, so dass zur adaquaten renalen Phosphatausscheidung eine vermehrte
Sekretion von Parathormon einerseits, FGF-23 andererseits, erforderlich wird 2,
Bestimmungen von sKlotho in Blut und Urin von Mausen zeigen, dass im
tierexperimentellen CKD Modell sKlotho bei renaler Funktionsminderung
kontinuierlich abnimmt . In Analogie wird eine Abnahme von sKlotho im Urin des
Menschen bereits in sehr friihen Stadien der CKD (K/DOQI 1-2) berichtet ", wahrend
sKlotho im Plasma von CKD Patienten aus methodischen Grinden bis vor Kurzem
nicht bestimmt werden konnte.

Darliber hinaus erweist sich Klotho im Tiermodell als renoprotektiver Faktor.
Verschiedene gentechnische Verfahren wie Uberexpression oder Injektion
rekombinanten Klothos fuhren zu einer Verbesserung funktioneller und

morphologischer renaler Parameter "#7°.



1.2.4 Klotho als Pradiktor

Bisher stand kein Assay zur Bestimmung humanen sKlothos zur Verfligung, was die
Bestimmung des Ausmal3es der Klothoexpression in vivo schwierig gestaltete. Zwar
waren invasive Nachweismethoden per Exzision und anschlieRender Farbung des
entnommenen Gewebes mdoglich, jedoch weder im Klinischen Alltag, noch in
epidemiologischen Studien sinnvoll einsetzbar. Erst seit 2009 steht ein ELISA
("Enzyme-linked Immunosorbent Assay") zur Verfiigung """,

Vollig unklar ist bisher, ob Patienten mit chronischer Nierenerkrankung einen Abfall
von sKlotho aufweisen. Weiterhin ist unbekannt, inwieweit bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung sKlotho mit anderen Parametern des Calcium-

Phosphat-Stoffwechsels assoziiert ist.

1.3 Arbeitshypothesen

Folgende Hypothesen sollen daher im Rahmen dieser Dissertation gepruft werden:

1. Bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung korreliert sKlotho mit anderen
Parametern des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels wie den Plasmaspiegeln
von FGF-23, Calcium, Phosphat und Vitamin D sowie der fraktionellen
Calcium- und Phosphatexkretion im Urin.

2. Patienten mit chronischer Nierenerkrankung weisen mit progredienter
Einschréankung der Nierenfunktion abnehmendes sKlotho auf.

3. Der Anstieg von sKlotho bei progredienter Einschrankung der Nierenfunktion
tritt vor einem Anstieg der FGF-23 Spiegel auf.

4. sKlotho erweist sich bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung als
unabhangiger Pradiktor des renalen Uberlebens und des Gesamtiiberlebens.



2. Material und Methoden

2.1 Studienkohorte

2.1.1 Auswahl der Probanden

Im Zeitraum von September 2008 bis Februar 2011 wurden im Rahmen der
laufenden CARE FOR HOMe Studie 321 ambulant behandelte Patienten der
nephrologischen Ambulanz der Klinik fur Innere Medizin IV - Nieren- und
Hochdruckkrankheiten - am Universitatsklinikum des Saarlandes (Homburg/Saar)
rekrutiert. Die Studienteilnehmer wurden telefonisch oder bei vorangegangenen
ambulanten Vorstellungen zur Studienteilnahme eingeladen. Alle Patienten gaben
vor Untersuchungsbeginn ihr schriftliches Einverstandnis (siehe Anhang). Das
Untersuchungsprotokoll wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des
Saarlandes genehmigt.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Definition und Stadieneinteilung der chronischen Nierenerkrankung folgen den
Leitlinien der K/DOQI der "National Kidney Foundation" (NKF) . Als Definition der
CKD gelten demnach folgende Kriterien:

a) eine mindestens drei Monate anhaltende Nierenschadigung, definiert durch
strukturelle oder funktionelle Ver&nderungen der Niere mit oder ohne
eingeschrankter GFR, welche durch:

- pathologische Veranderungen oder

- Marker der Nierenschadigung (von Normwerten abweichende Blut-/Urin-
werte bzw. durch bildgebende Verfahren belegte Veranderungen)

belegt werden kann, und/oder



b) das Vorliegen einer geschatzten (,estimated”) glomerularen Filtrationsrate
(eGFR) von <60 mL/min/1,73 m? fir mindestens drei Monate mit oder ohne
Nierenschadigung ”°.

Die eGFR ist gleichzeitig auch Parameter fur die Stadieneinteilung der chronischen

Nierenerkrankung und wird in der CARE FOR HOMe Studie entsprechend den

K/DOQI Leitlinien nach der MDRD (,,Modification of Diet in Renal Disease Studie®) 4

Formel errechnet °.

Tabelle 1: Stadieneinteilung chronische Nierenerkrankung

Stadium Beschreibung GFR (ml/min/1,73 m?)

Strukturelle oder funktionelle Nieren-

! funktionsstorung bei normaler GFR > 90
2 Gering reduzierte GFR 60-89
3 Deutlich reduzierte GFR 30-59
4 Stark reduzierte GFR 15-29

5 (D) Terminale Niereninsuffizienz < 15 (oder Dialyse)



Einschlusskriterien:

In die CARE FOR HOMe Studie werden Patienten in den Stadien 2 - 4 nach K/DOQI
eingeschlossen, was einer eGFR von 15 - 90 ml/min/1,73 m? entspricht. Bei
Patienten im Stadium K/DOQI 2 musste mindestens eines der folgenden Kriterien
vorliegen:

persistierende Albuminurie > 17 / 25 (Manner / Frauen) mg/g Kreatinin

persistierende glomerulare Hamaturie

erhohtes Plasma-Cystatin C (> 1,05 mg/l)

erhdhtes Plasma-Kreatinin [> 1,2 mg/dl (Manner) / > 1,0 g/dl (Frauen)]

bioptisch gesicherte Nierenerkrankung

hereditare Nierenerkrankung

Ausschlusskriterien:

Zum Ausschluss aus der Studie fuhrt:
das Vorliegen der K/DOQI Stadien | oder V
eine bestehende HIV-Infektion
die Einnahme von Immunsuppressiva
ein zum Zeitpunkt der Untersuchung klinisch apparenter fieberhafter oder
antibiotikapflichtiger Infekt
ein aktives Malignom
ein zu Studienbeginn erhohtes C-reaktives Protein (CRP) > 50 mg/I
ein akutes Nierenversagen bei Verdopplung des Serum-Kreatinins binnen vier
Wochen

eine hamatologische Systemerkrankung

Die Prifung auf das Vorliegen von Ausschlusskriterien erfolgt auf Basis des
Patientengespraches, der Patientenakte sowie der Prufung von in

Voruntersuchungen erhobenen Daten.



2.2 Untersuchungsablauf

2.2.1 Blut- und Urindiagnostik

Die Studienteilnehmer halten zum Zeitpunkt der Untersuchung eine mindestens acht-

stiindige Nahrungskarenz. Die Blutentnahme erfolgt am sitzenden Patienten nach

funfminttiger Ruhezeit. Mittels steriler Gefal3kanile wird eine oberflachliche Armvene

zur Entnahme von 54 ml vendsem Vollblut punktiert. Die Analyse der erforderlichen

Parameter erfolgt im Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes (UKS)

(www.uniklinikum-saarland.de/de/einrichtungen/kliniken institute/zentrallabor).

Tabelle 2: Parameter Blutwerte

Blutprobe
EDTA-Blut
(2,7 ml EDTA-Monovette)

Plasma
(4,7 ml Lithium-Heparin-Monovette)

Serum

(4,7 ml Serum-Monovette)

Bestimmte Parameter
Differentialblutbild:

Granulozyten (neutrophile,
eosinophile, basophile), Lymphozyten,
Monozyten

Natrium, Kalium, Calcium, Phosphat,
Kreatinin, Harnstoff, Glucose, ASAT,
Lipoproteindiagnostik (Cholesterin,
HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin,
Triglyceride), Eiweil3, Albumin, Eisen,
CRP, Ferritin, Troponin T

Apo A, Apo B, Insulin, Parathormon
(intakt), NT-pro-BNP, 25-Hydroxy-
Vitamin D3

EDTA, Ethylendiamintetraessigsaure; ASAT, Aspartat-Aminotransferase; HDL, High

Density Lipoprotein; LDL, Low Density Lipoprotein; CRP, C-reaktives Protein; Apo A,

Apolipoprotein Al; Apo B, Apolipoprotein B; NT-pro-BNP, N-terminal prohormone of

Brain Natriuretic Peptide.


http://www.uniklinikum-saarland.de/de/einrichtungen/kliniken_institute/zentrallabor

Des Weiteren wird Mittelstrahlurin asserviert, welcher ebenfalls bezlglich folgender
Parameter im Zentrallabor des UKS analysiert wird:

Tabelle 3: Spontan- und Sammelurin-Untersuchungsparameter

Probe Bestimmte Parameter
Urin (Portion) Status, Sediment, Natrium, Kalium,
(10 ml Urin-Monovette) Chlorid, Calcium, Phosphor, Kreatinin,

Albumin, Mikroglobulin, Eiweil3,
Transferrin, Immunglobulin G,

Kreatinin

2.3 Bestimmung von sKlotho

Die Quantifizierung von sKlotho im Serum der Patienten erfolgt mittels eines
kommerziell verfigbaren ELISA (Immuno-Biological Laboratories Co., LTD, Fujioka-
shi, Gunma, Japan ’’). Dieser Sandwich-Assay besteht aus zwei spezifischen und
hochaffinen Antikdrpern, welche an verschiedene Epitope des nachzuweisenden
Antigens binden. Die im Verhaltnis 2:1 vorverdinnte Patientenprobe wird bei
Raumtemperatur (RT) fir 60 Minuten auf einer vorbeschichteten Mikrotiterplatte
inkubiert. Diese Zeit benétigen die im Serum befindlichen Antigene, um an den
gebundenen Antikérper anti-humanes Klotho (67G3) Maus IgG zu binden. Nach
Waschung der Platte folgt eine 30 minutige Inkubation bei RT mit HRP (horseradish
Peroxidase)-konjugierten anti-humanen Klotho (91F1) Maus IgG Fab-Antikorpern.
Nach erneutem Waschen der Platte wird fur die letzte Reaktion das chromogene
Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) und darauffolgend eine Stopp-Losung
zugegeben. Der dabei entstehende Farbumschlag, dessen Intensitat die
Klothokonzentration reflektiert, wird im Spektrophotometer bei 450 nm gemessen.



2.4 Bestimmung von FGF-23

Die Bestimmung von FGF-23 im Serum der Probanden erfolgt analog zu der oben
beschriebenen Vorgehensweise ebenfalls mittels kommerziell verfigbarem ELISA
(Immutopics, San Clemente, CA, USA; untere Nachweisgrenze 1,5 rU/ml, obere
Nachweisgrenze 1500 rU/ml). Proben mit einer FGF-23 Konzentration > 1500 rU/ml
werden nach Verdinnung gemessen. Der von uns verwendete Sandwich-Assay ist
spezifisch fur die C-terminale Form des Fibroblast Growth Factor-23, welche sich
gegenuber dem intakten FGF-23 als messtechnisch stabiler erweist. Deshalb wird
C-terminales FGF-23 fiir klinische Studien als geeignetere Form betrachtet &'.

2.5 Erfassung anthropometrischer Daten

2.5.1 KorpergrolRe, Korpergewicht und Body-Mass-Index

Das Korpergewicht des bekleideten Patienten wird mit einer geeichten digitalen
Waage auf 100 g genau bestimmt. Die Messung der Korpergréf3e erfolgt am aufrecht
stehenden, barfliBigen Probanden an einer Messlatte. Aus beiden Werten lasst sich
der Body-Mass-Index (BMI) berechnen:

BMI (kg/m?) = Kérpergewicht (kg) / KérpergroRe (m)?

Formel: Body-Mass-Index

2.5.2 Taillenumfang, Hiuftumfang, Huft-Taillen-Quotient

Mit einem flexiblen MaRRband wird auf Hohe des Trochanter major der Hiftumfang,
sowie in der Mitte zwischen Rippenbogen und Crista iliaca der Taillenumfang bei
Exspiration gemessen. Aus beiden Werten lasst sich zur Abschatzung der
Kdrperfettverteilung der Huft-Taillen-Quotient (Waist-hip ratio) berechnen:

Huft-Taillen-Quotient = Huftumfang (cm) / Taillenumfang (cm)

Formel: Waist-hip ratio



2.6 Erfassung des kardiovaskuléaren Risikos

2.6.1 Blutdruckmessung

Die nicht-invasive Blutdruckmessung erfolgt nach einem standardisierten Protokoll
mit einem automatischen Messgerat (DINAMAP® PROCARE Auscultatory 100,
SOMA Technology, USA). Nach funfminttiger Ruhepause wird der Blutdruck sowohl

am rechten als auch am linken Oberarm in sitzender Position gemessen.

2.6.2 Fragebogen

Zusatzlich werden anhand eines standardisierten Fragebogens (siehe Anhang)
kardiovaskulare Risikofaktoren und kardiovaskulare Comorbiditat im Interviewstil
durch den Untersucher erfragt.

Zunachst erfolgt die Erfassung einer préavalenten koronaren, cerebrovaskularen oder
peripher-arteriellen GefaRerkrankung .

Die Quantifizierung der sportlichen Aktivitat der Probanden erfolgt als Anzahl der
Wochentage, an welchen sich der Proband mindestens 30 Minuten in einem Ausmaf}
sportlich betatigt, dass er ins Schwitzen gerat.

Zur Erfassung der korperlichen Inaktivitat wird die Anzahl der mit Fernsehen
verbrachten Stunden an Werktagen und an Wochenendtagen erfasst.

Des Weiteren wird der Nikotinkonsum dokumentiert, wobei diejenigen Teilnehmer als
Raucher definiert werden, die in den letzen vier Wochen vor Studieneinschluss
mindestens eine Zigarette konsumiert haben. Ebenso erfasst wird der Zeitraum, in
welchem der Proband aktiver Raucher war, der Zeitpunkt des letzten
Zigarettenkonsums, sowie die Anzahl der Zigaretten, die der Proband téaglich
durchschnittlich geraucht hat.

In der Alkoholanamnese wird der wOdchentliche Konsum verschiedener
Getrankesorten in Glasern pro Woche eruiert. Unterschieden wird zwischen Rotwein,
Weilwein, Bier und Spirituosen, wobei 120 ml Wein, 350 ml Bier und 45 ml
Spirituosen als jeweils ein Glas gelten.

Abschlieend wird das Vorhandensein einer Tumorerkrankung, einer chronisch-
entzundlichen Darm- oder Lebererkrankung, einer akuten Infektionserkrankung in

den letzten 5 Tagen vor Studieneinschluss sowie die aktuelle Medikation erfragt.



2.7 Definition Studienendpunkt

Als kombinierter Studienendpunkt wurde eine Halbierung der eGFR, das Auftreten
einer Dialysepflichtigkeit bei terminaler Niereninsuffizienz oder der Tod des Patienten
definiert.

2.8 Procedere der jahrlichen Nachkontrolle

Fur jeden Probanden wird jahrlich ein Termin zur ambulanten Wiedervorstellung
vereinbart. Kann in Einzelfallen dieser Termin nicht wahrgenommen werden, wird der
Patient und / oder sein Hausarzt telefonisch kontaktiert und die erforderlichen
Informationen mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens (siehe Anhang) erhoben.

Die jahrliche ambulante Nachkontrolle umfasst in enger Analogie zu der
Ausgangsuntersuchung bei Studienbeginn:
standardisierte Entnahme 54 ml vendsen Vollblutes
standardisierte Erfassung des aktuellen Korpergewichtes
Erhebung eines standardisierten Fragebogens (s. Anhang) im Interviewstil
durch den Untersucher
nicht-invasive Blutdruckmessung und standardisierte
Intervallblutdruckmessung
standardisierte Bestimmung der Hautfaltendicke der Probanden
Aufzeichnung eines Elektrokardiogramms
standardisierte Echokardiographie
Aufzeichnung eines 24 h-Blutdruckprofils

Asservation von 24 h-Sammelurin

Der Verfasser der vorgelegten Dissertationsschrift hat alle Folgeuntersuchungen der
Studienteilnehmer zwischen dem 01.01.2011 und dem 28.02.2012 selbstandig
durchgefuihrt und nach Bestimmung der sKlotho Serumspiegel im Jahr 2011 aus
asservierten, tiefgefrorenen Serumproben alle in der Dissertationsschrift aufgefthrten
Studienergebnisse zur Bedeutung von sKlotho bei chronischer Nierenerkrankung
errechnet. Die Patientenrekrutierung zu Studienbeginn erfolgte im Rahmen

eigenstandiger Promotionsarbeiten.



2.9 Dokumentation der Ergebnisse und statistische Auswertung

Alle Messdaten werden mittels Microsoft® Excel oder Access verwaltet (Microsoft,
Seattle, Washington, USA).

Fur die statistische Auswertung der Daten wird die Statistik Software SPSS
(Statistical Product and Service Solutions; Version 17.0 Chicago, lllinois, USA) und
SimpleStat Test (©2007-2011 by Marley W. Watkins) verwendet 3.

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwerte + Standardabweichung, bei
Abweichung von der Normalverteilung als Median [25. und 75. Perzentile]
angegeben und mittels T-Test (zwei Gruppen) oder mittels ANOVA mit gewichtetem
linearen Term (mehr als zwei Gruppen) verglichen.

Kategoriale Variablen werden als absolute Werte und als prozentualer Anteil an dem
Gesamtkollektiv angegeben und mittels Chi-Quadrat-Test (x*-Test) verglichen.
Zusammenhange zwischen zwei kontinuierlichen Variablen werden als
Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet.

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % wird p < 0,05 als statistisch signifikant
definiert.



3. Ergebnisse

3.1 Baseline Charakteristika

Die Charakteristika der 321 Probanden sind in Tabelle 4 dargestellt. Das mittlere
Serum-Kreatinin der Patienten betragt 1,65 + 0,68 mg/dl, die mittlere eGFR
43,9 + 15,6 ml/min. Nach Stratifikation der Patienten in K/DOQI Stadien weisen die
meisten Patienten eine chronische Nierenerkrankung Stadium K/DOQI 3 auf, welche
daher in die Stadien K/DOQI 3a (45,0 - 59,9 ml/min) und 3b (30,0 - 44,9 ml/min)
unterteilt werden. Patienten in fortgeschrittenen K/DOQI-Stadien sind durch hoheres
Alter, hohere kardiovaskulare Komorbiditat, hohere Albuminurie sowie hdhere
Plasma-Phosphat- (Abbildung 1) und Entzindungswerte (CRP) charakterisiert. Die
Medikamentenanamnese stellt heraus, dass diese Patienten signifikant h&aufiger mit
Vitamin D Préparaten therapiert werden.



Tabelle 4: Baseline Charakteristika der Patienten - unterteilt nach

K/DOQI Stadien 2-4

Gesamt-
K/DOQI2 K/DOQI3a K/DOQI3b K/DOQI4
kohorte p
n=51 n=106 n=93 n=71
(n=321) (n=51) ( ) (n=93) (n=71)
Alter (Jahre)  65,5+12,1 59,8+11,4 63,6x12,5 68,6+11,0 68,3+11,6 <0,001
Geschlecht
o 125(38,9) 15(29,4) 43 (40,6) 39 (41,9) 28 (39,4) 0,489
weiblich (%)
Raucher (%) 35(10,9) 10(19,6) 13(12,3) 7 (7,5) 5(7,0) 0,116
Diabetes
_ 123 (38,3) 19(37,3) 40(37,7) 37 (39,8) 27 (38,0) 0,988
mellitus (%)
CVD (%) 105 (32,7) 6(11,8) 32 (30,2) 40 (43,0) 27 (38,0) <0,001
2,7 2,4 2,5 2,7 3,3
CRP (mg/l) 0,046
(1,2-5,1)  (1,7-4,3)  (1,1-5,3) (1,2-5,0) (1,1-5,4)
Gesamt-
Cholesterin ~ 193+42,8 205+35,5 190+40,8 190+43,1 194+49,1 0,308
(mg/dl)
HDL-C (mg/dl) 49,8+16,4 49,9+13,8 51,0+16,8 49,2+16,3 48,6+17,8 0,437
LDL-C (mg/dl) 117435,2 128+30,5 114+33,9 114+34,6 118+39,8 0,212
BMI (kg/m?) 30,4+5,5 30,846,2 30,745,5 30,945,7 29,2444 0,118
Calcium
2,4+0,1 2,3+0,1 2,4+0,1 2,4+0,1 2,31+0,2 0,574
(mmol/l)
Phosphat
3,4+0,7 3,0+£0,5 3,3+0,5 3,4+0,8 3,9+0,7 <0,001
(mg/dl)
eGFR (ml/min/
5 43,8+15,6 67,6458 51,8%4,1 38,2+4,4 22,2442 <0,001
1,73 m?)
Albuminurie 37,4 27,8 18,3 42,7 127
<0,001
(mg/9) (7,8-201) (7,7-188)  (5,6-106)  (7,0-140)  (39,2-633)




FePi (%) 26,4+13,1 17,6%7,7 20,3+9,0 28,1+10,5 40,0+13,4 <0,001
FeCa (%) 0,7+0,8 0,5+0,4 0,6+0,5 0,8+1,0 0,8+1,0 0,824
BB (%) 217 (69,6) 25 (49,0) 72 (67,9) 73 (78,5) 47 (66,2) 0,004
ACE-1 (%) 129 (40,2) 20(39,2) 46 (43,4) 37 (39,8) 26 (36,6) 0,836
ARB (%) 158 (50,6) 27 (52,9) 55 (51,9) 46 (49,5) 30 (42,3) 0,580
Statin (%) 156 (48,6) 16 (31,4) 53 (50,0) 50 (53,8) 37 (52,1) 0,058
Natives
) ) 140 (43,6) 21 (41,2) 37 (34,9) 39 (41,9) 43 (60,0) 0,007
Vitamin D (%)
Aktives
30(9,3) 1(2,0) 1(0,9) 13 (14,0) 15 (21,1) <0,001

Vitamin D (%)

Angegeben sind Anzahl (Prozentwert) bzw. Mittelwerte- + Standardabweichung. CRP Spiegel und

Albuminurie sind aufgrund fehlender Normalverteilung als Median (inter-quartile range) angegeben.

CVD: cardiovascular disease (Herz-GefaR-Erkrankungen); CRP: C-reaktives Protein; HDL-C: High

density lipoprotein-Cholesterin; LDL-C: Low density lipoprotein-Cholesterin; BMI: Body mass index;

eGFR: estimated (geschatzte) glomerulare Filtrationsrate; FeCa: fractional excretion of calcium

(fraktionelle Calciumausscheidung, Urin);

FePi: fractional excretion of phosphate (fraktionelle

Phophatausscheidung, Urin); BB: Beta-Blocker; ACE-I: Angiotensin-Converting Enzym Inhibitoren;

ARB: Angiotensin-Rezeptor-Blocker.



Abbildung 1: Spearman-Korrelation Serum-P; und eGFR
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Abbildung 1: Spearman-Korrelation Serum-Phosphat (mg/dl) und glomerulére Filtrationsrate (MDRD;

ml/min); p < 0,001; Korrelationskoeffizient r = -0,626.

3.2 Plasmaspiegel von sKlotho

Das mittlere sKlotho bei Einschluss betragt 580,8 + 214,0 pg/ml.

Die Unterteilung in sKlotho Tertile zeigt, dass Probanden mit dem hochsten sKlotho
jungeren Alters sind, eine hohere Albuminurie und niedrigere CRP-Spiegel im Serum
aufweisen. Patienten der untersten sKlotho Tertile hingegen werden haufiger mit
einem Statin therapiert. Dartber hinaus stellen sich keinerlei weitere signifikanten
Unterschiede in den Ausgangscharakteristika und Komorbididten zwischen diesen
drei Gruppen heraus (Tabelle 5).

sKlotho unterscheidet sich nicht zwischen den K/DOQI Stadien (p = 0,098,
Abbildung 2), wahrend mit abnehmender Nierenfunktion signifikant hohere Werte von
fraktioneller Phosphatausscheidung im Urin (FePi [p < 0,001]), Plasma FGF-23
(p <0,001) und Parathormon (p < 0,001) beobachtet werden.



Tabelle 5: Baseline Charakteristika der Patienten - unterteilt nach sKlotho

Plasmaspiegeln

sKlotho

Tertile 1

(278,6-480,3 pg/ml)

sKlotho

Tertile 2

(480,4-620,0 pg/ml)

sKlotho

Tertile 3

(623,9-2130 pg/ml)

n=108 n=106 n=107
sKlotho (pg/ml) 400 (355-452) 538 (506-572) 742 (665-837) <0,001
Alter (Jahre) 66,6+11,4 66,6+11,0 63,3+13,6 0,044
Geschlecht
o 41 (38,0) 45 (42,5) 39 (36,4) 0,646
weiblich (%)
Raucher (%) 16 (14,8) 7 (6,6) 12 (11,2) 0,155
Diabetes
_ 40 (37,0) 35 (33,3) 48 (44,9) 0,195
mellitus (%)
CVD (%) 39 (36,1) 32 (30,2) 34 (31,8) 0,632
CRP (mg/l) 2,6 (1,3-5,6) 2,9(1,7-5,9) 2,1(1,0-4,4) 0,026
Gesamt-
Cholesterin 190+39,2 191+39,2 198+49,3 0,152
(mg/dl)
HDL-C (mg/dl) 49,9+14.9 48,3+14,3 51,2+19,5 0,568
LDL-C (mg/dl) 113+34,4 118+32,5 120+38,5 0,159
BMI (kg/m?) 29,9452 31,045,7 30,4455 0,445
Albuminurie
28,8 (6,8-185) 26,2 (4,9-106) 86,7 (18,8-615) 0,019
(mg/g)
BB (%) 75 (69,4) 75 (70,8) 67 (62,6) 0,394
ACE-1 (%) 37 (34,3) 45 (42,5) 47 (43,9) 0,297
ARB (%) 53 (49,1) 50 (47,2) 55 (51,4) 0,826
Statin (%) 67 (62,0) 50 (47,2) 39 (36,4) <0,001




Natives

o 44 (40,7) 46 (43,4) 50 (46,7) 0,378
Vitamin D (%)

Aktives

o 10 (9,3) 10 (9,4) 10 (9,3) 0,983
Vitamin D (%)

Angegeben sind Anzahl (Prozent)- oder Mittwelwert- + Standardabweichung. CRP-, sKlotho und
Albuminurie sind bei fehlender Normalverteilung als Median (inter-quartile range) angegeben. CVD:
cardiovascular disease (Herz-Gefafl3-Erkrankungen); CRP: C-reaktives Protein; HDL-C: High density
lipoprotein-Cholesterin; LDL-C: Low density lipoprotein-Cholesterin; BMI: Body mass index; BB: Beta-
Blocker; ACE-I: Angiotensin Converting Enzyme-Inhibitoren; ARB: Angiotensin-Rezeptor-Blocker.



3.3 Zusammenhang zwischen sKlotho und Markern des

Ca-P;-Metabolismus

Die Analyse der Zusammenhénge zwischen verschiedenen Markern des Calcium-
Phosphat-Stoffwechsels zeigt, dass FGF-23 Spiegel mit Parathormon, fraktioneller
Phosphatausscheidung im Urin sowie mit den Phosphat Plasmaspiegeln korrelieren.
sKlotho hingegen zeigt keinerlei Assoziation zu Parametern des Calcium-Phosphat-
Stoffwechsels (Tabelle 6).

Tabelle 6: Koeffizienten der Spearman Korrelation von Parametern des Calcium-
Phosphat-Metabolismus und sKlotho

sKlotho
(pg/ml)
Calcium r=001  caicium
(mmol/l) p=0,916 (mmol/l)
Phosphat r=-006 r=-002  ppygphat
(mg/dl) p=0291 p=0,7705 (Ma/d)
PTH r=0,05 r=-0,05 r=0,08 PTH
(pg/mi) p=0374 p=0348 p=0,134 (PIM)
FeCa r=-0,03 r=0,07 r=0,06 r=-0,07 FeCa
(%) p=0564 p=0248 p=0276 p=0203 (%)
FePi r=0,05 r=-0,02 r=0,05 r=0,52 r=0,10 FePi
(%) p=0392 p=0778 p=0384 p<0001 p=0,093 (¥
GE.23 r=-003 r=000 r=040 r=034 r=008 r=0,38
(rU/ml) p=0652 p=0961 p<0001 p<0,001 p=0,170 p<D0,001

Angegeben sind Korrelationskoeffizient (r) sowie das Signifikanzniveau (p). PTH: Parathormon; FeCa:
fraktionelle Calciumausscheidung, Urin; FePi: fraktionelle Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23:
Fibroblast Growth Factor 23.



Abbildung 2: Parameter des Ca-Pi-Metabolismus, stratifiziert nach K/DOQI
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Abbildung 2: sKlotho (p=0,098), FGF-23 (p < 0,001), Parathormon (p < 0,001) und fraktionelle
Phosphatausscheidung (p < 0,001) nach K/DOQI Stadien unterteilt; statistischer Test: Einfaktorielle
ANOVA mit Test fur linearen Trend.



3.4 Ambulante Nachbeobachtung

Die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit betragt 2,0 = 0,8 Jahre, kein Patient
ging wahrend des Follow-up verloren. Der definierte kombinierte Endpunkt ist bei 39
Patienten (12,0 %) aufgetreten; bei 26 Patienten halbierte sich die eGFR oder sie
erreichten die terminale Niereninsuffizienz (ESRD) und sind auf eine
Nierenersatztherapie (RRT; ,Renal Replacement Therapy”) angewiesen, 13
Patienten verstarben vor Erreichen der ESRD.

Nach ambulanter Nachbeobachtung stellen sich in der von uns durchgefiihrten nicht-
interventionellen prospektiven Kohortenstudie die Marker FGF-23, FePi und
Parathormon, als Pradiktoren des ereignisfreien Uberlebens dar. Serumphosphat-
Spiegel sind auf signifikantem Niveau pradiktiv fir das Erreichen eines renalen bzw.
eines kombiniert-renalen Endpunktes (definiert als Halbierung der GFR und/oder
RRT u./o. Tod). Fiur sKlotho kann auf Basis der von uns erhobenen Daten keine
dieser Aussagen auf signifikantem Niveau getroffen werden (Tabelle 7).

Die Analyse des Einflusses klassischer Risikofaktoren der CKD beziglich des
Auftretens eines Ereignisses stellt die Nierenfunktion (berechnet als eGFR) als
Pradiktor des ereignisfreien Uberlebens heraus. Weiter zeigt sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines renalen bzw. kombiniert-renalen

Endpunktes bei Alouminurie (Tabelle 8).



Tabelle 7: Mittelwerte bzw. Median von Markern des Ca-P;-Stoffwechsels, stratifiziert
nach Ereignissen

RRT/ Tod /RRT/

Ereignis Tod 50% Abfall eGFR 50% Abfall eGFR
n nein 303 295 282

ja 18 26 39
FGF-23 nein 96,4 (57,7-155) 92,9 (56,6-146) 91,1 (56,4-145)
(ru/ml) ja 126 (101-395) 229 (147-229) 178 (119-352)

p 0,010 <0,001 <0,001
sKlotho nein 536 (452-663) 530 (449-663) 530 (451-663)
(pg/ml) ja 579 (447-756) 635 (499-718) 607 (449-710)

p 0,474 0,071 0,238
Phosphat  nein 3,4+0,7 3,4+0,7 3,4+0,7
(mg/dl) ja 3,5+0,5 4,1+0,9 3,8+0,8

p 0,357 <0,001 <0,001
FePi nein 26,0+13,1 25,3+%12,5 24,9+12 .5

ja 33,6+11,1 39,9+12,4 37,6£12,5

p 0,006 <0,001 <0,001
Calcium nein 2,4+0,1 2,4+0,1 2,4+0,1
(mmol/1) ja 2,4+0,1 2,3+0,2 2,4+0,2

p 0,521 0,259 0,828
FeCa nein 0,7+0,8 0,7+0,8 0,7+0,8

ja 1,0+1,1 0,9+1,0 0,9+1,0

p 0,457 0,497 0,301
PTH nein 69,6+59,0 65,6+51,6 64,9+52,1
(pg/ml) ja 97,1+56,7 134+94,8 116+83,6

p 0,002 <0,001 <0,001

Angegeben sind Mittelwerte =+

Standardabweichung bzw. aufgrund fehlender Normalverteilung

FGF-23 und sKlotho als Median (inter-quartii Range) sowie das Signifikanzniveau p. PTH:

Parathormon;

Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23: Fibroblast Growth Factor 23.

FeCa:

fraktionelle

Calciumausscheidung,

Urin;

FePi: fraktionelle



Tabelle 8: Vorliegen klassischer Risikofaktoren der CKD, stratifiziert nach

Ereignissen
RRT/ Tod /RRT/
Ereignis Tod 50% Abfall eGFR 50% Abfall eGFR
n nein 303 295 282
ja 18 26 39

Alter nein 65,0+12,2 65,6+12,1 65,2+12,1
(Jahre) ja 73,316,6 64,3+13,0 67,3+12,2
p 0,002 0,659 0,307
BMI nein 30,545,5 30,545,5 30,6+5,6
(kg/m?) ja 29,2+4,9 29,6+4,7 29,3+4,9
p 0,351 0,410 0,158
RR nein 153+24,0 153+24,1 153+23,8
Systolisch  ja 153+30,0 157+26,2 156+27,6
(mmHgQ) p 0,977 0,323 0,420
RR nein 87,3x12,7 87,0x12,7 87,2+£12,7
Diastolisch ja 78,8+11,0 85,1+14,2 84,1+13,0
(mmHg) p 0,003 0,672 0,180
Diabetes nein 115 (35,8) 109 (34,0) 105 (32,7)
mellitus ja 8 (2,5) 14 (4,5) 18 (5,6)
(%) p 0,622 0,070 0,296
GFR nein 44,3+15,6 45,5+14,9 45,8+14,9
(ml/min) ja 35,6+£13,7 24,7+9,6 29,5+13,1
p 0,011 <0,001 <0,001
CRP nein 2,6 (1,1-4,8) 2,7 (1,2-5,0) 2,6 (1,2-4,8)
(mg/l) ja 6,8 (2,1-10,0) 2,7 (1,1-6,4) 3,8 (1,1-9,6)
p 0,018 0,974 0,154
Albuminurie nein 33,7 (7,7-193) 30,5 (7,2-145) 29,6 (7,2-142)
(mg/g) ja 82,2 (21,8-320) 333 (66,9-1958) 238 (49,8-954)
p 0,166 <0,001 <0,001

Angegeben sind Anzahl (Prozentwert) bzw. Mittelwerte- + Standardabweichung. CRP Spiegel und
Albuminurie sind aufgrund fehlender Normalverteilung als Median (inter-quartile range) angegeben.
CRP: C-reaktives Protein; BMI: Body mass index; eGFR: estimated (geschatzte) glomerulare
Filtrationsrate.



3.5 Pradiktive Eigenschaften von Markern des Ca-P;-Metabolismus

Eine Unterteilung der Subgruppen nach sKlotho Tertilen zeigt keine signifikanten
Unterschiede beziiglich des ereignisfreien Uberlebens unter den drei gebildeten
Gruppen (Abbildung 3). Im Kontrast dazu zeigt eine Einteilung nach FGF-23 Tertilen
ein signifikant schlechteres Uberleben der Patienten mit FGF-23 Spiegeln der
obersten Tertile (Abbildung 4). Ahnliche Ergebnisse zeigen sich fiir eine
Gruppeneinteilung nach Serumspiegeln von Parathormon oder fraktioneller
Phosphatausscheidung im Urin (Abbildung 5 und 6).

Abbildung 3: sKlotho und ereignisfreies Uberleben
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Abbildung 3: sKlotho und ereignisfreies Uberleben. Einteilung nach sKlotho (Tertil 1: 278,6-480,3
pa/ml, Tertil 2: 480,4-620,0 pg/ml, Tertil 3: 623,9-2130,0 pg/ml). Die Kaplan-Meier Analyse mit log-rank
Test ergibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,267).



Abbildung 4: FGF-23 und ereignisfreies Uberleben
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Abbildung 4: FGF-23 Spiegel und ereignisfreies Uberleben. Einteilung nach FGF-23 Spiegeln (Tertile
1. 14,8-71,2 rU/ml, Tertile 2: 71,6-136,8 rU/ml, Tertile 3: 138,1-7273,9 rU/ml). Die Kaplan-Meier

Analyse mit log-rank Test ergibt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p < 0,001).



Abbildung 5: Parathormon Spiegel und ereignisfreies Uberleben
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Abbildung 5: Parathormon Spiegel und ereignisfreies Uberleben. Einteilung nach Parathormon
Spiegeln (Tertile 1: 4-42 pg/ml, Tertile 2: 43-68 pg/ml, Tertile 3: 69-475 pg/ml). Die Kaplan-Meier
Analyse mit log-rank Test ergibt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p < 0,001).



Abbildung 6: Fraktionelle Phosphatausscheidung und ereignisfreies Uberleben
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Abbildung 6: Fraktionelle Phosphatausscheidung und ereignisfreies Uberleben. Einteilung nach FePi
in % (Tertile 1: 2,74-19,65 %, Tertile 2: 19,66-29,68 %, Tertile 3. 29,75-74,87 %). Die Kaplan-Meier

Analyse mit log-rank Test ergibt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p < 0,001).



3.6 Cox Regressionsanalyse

Erhohten Spiegeln von FGF-23, PTH sowie FePi konnen in der Cox
Regressionanalyse ein schlechteres Outcome in der univariaten Analyse
zugeschrieben werden. Diese Aussage kann fir sKlotho nicht auf statistisch
signifikantem Niveau getroffen werden. Nach Anpassung des Regressionsmodells fur
Alter, eGFR und Albuminurie, bleibt FGF-23 der einzige unabhangige Pradiktor des
kombinierten Studienendpunktes, wahrend PTH und FePi ihre statistische Signifikanz
als Pradiktoren verlieren (Tabelle 9).

Tabelle 9: Univariates und multivariates Cox Regressionsmodell (kombinierter
Endpunkt ist Halbierung der eGFR, Initiation Nierenersatztherapie oder Tod)

Multivariate Analyse
Univariate Analyse (angepasst fur
eGFR, Alter, Ilg Albuminurie)

B SEM  p B SEM p

g Klotho 0,584 1,193 0,624 0,633 1,307 0,628
PTH (pg/ml) 0,006 0,001  <0,001 0,001 0,002 0,124
FePi (%) 0,050 0,010  <0,001 0,009 0,013 0,495
lgFGF-23 1,697 0,288  <0,001 0,867 0,409 0,034

B: Regressionskoeffizient. SEM: "standard error of the mean", Standardfehler des Mittelwertes. p:
Wert des Signifikanzniveaus. Klotho, FGF-23 und Albuminurie Spiegel wurden logarithmisch
umgerechnet um eine anndhernde Normalverteilung zu erreichen. eGFR: estimated Glomerulare
Filtrationsrate; PTH: Parathormon; FePi: fraktionelle Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23: Fibroblast
Growth Factor 23.



3.7 Diuretika

3.7.1 Zusammenhang zwischen Diuretikatherapie und Markern des Ca-
Pi-Metabolismus

Die Einnahme eines Schleifendiuretikums, nicht jedoch die Thiazideinnahme, ist mit
signifikant erhéhten Serumspiegeln von FGF-23 und Parathormon sowie mit erhéhter
fraktioneller Urin-Phosphatausscheidung (FePi) assoziiert (Tabelle 10). Die
fraktionelle Urin-Calciumausscheidung ist bei Patienten mit Schleifendiuretikum
erhoht, bei Patienten mit Thiazideinnahme vergleichsweise vermindert.

Da einerseits Patienten mit fortgeschrittener Nierenerkrankung hohere FGF-23
Spiegel aufweisen, andererseits wesentlich haufiger Schleifendiuretika rezeptiert
bekommen, erfolgt zur Uberprifung der Assoziation zwischen Einnahme eines
Schleifendiuretikums und FGF-23 eine Aufteilung der Probanden nach K/DOQI
Stadien. Hier kann bei Patienten mit K/DOQI Il - nicht jedoch K/DOQI 2 oder 4 - eine
Assoziation zwischen Einnahme von Schleifendiuretika und héheren FGF-23 Spiegel
bestétigt werden, obgleich aufgrund der relativ geringen Populationsgrof3e in den
Subanalysen das Signifikanzniveau verfehlt wird (Tabellen 11 und 12).

Ebenso bleibt nach Korrektur fur die linksventrikulare Funktion (LVF) der Trend -
erhohte FGF-23 Spiegel durch Einnahme von Schleifendiuretika - erhalten (Tabellen
13 und 14).



Tabelle 10: Parameter des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels nach Aufteilung der
Gesamtkohorte gemanR Wirkstoffklasse der Diuretika

Schleifendiuretikum Thiaziddiuretikum

n Nein 163 160
Ja 156 159
Phosphat  Nein 3,3%0,8 3,4+0,7
(mg/dl) Ja 3,5+0,7 3,4+0,8
p 0,082 0,507
FePi Nein 23,0+£11,8 27,5x13,2
Ja 30,1+13,5 25,4+13,1
p <0,001 0,158
Calcium Nein 2,4+0,1 2,4+0,1
(mmol/1) Ja 2,4+0,2 2,4+0,1
p 0,900 0,177
FeCa Nein 0,5+0,5 0,9+1,0
Ja 0,9+1,0 0,5+0,5
P <0,001 <0,001
PTH Nein 52,5+33,1 75,3+59,9
(pg/ml) Ja 91,1+72,8 67,2+58,5
p <0,001 0,229
FGF-23 Nein 76,4 (50,5-116) 100,9 (57,3-156)
(rU/ml) Ja 125,4 (78,0-187) 96,2 (61,2-162)
p <0,001 0,831
sKlotho Nein 558 (458-678) 528 (449-663)
(pg/ml) Ja 524 (445-657) 556 (449-671)
p 0,788 0,892

Zwei Patienten erhalten eine diuretische Bedarfsmedikation, deren Einnahme in den Vortagen der
Untersuchung nicht sicher eruiert werden kann. Diese Patienten werden deshalb aus den oben
genannten statistischen Berechnungen ausgeschlossen. Angegeben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung bzw. aufgrund fehlender Normalverteilung FGF-23 und sKlotho als Median
(inter-quartil Range) sowie das Signifikanzniveau p. PTH: Parathormon; FeCa: fraktionelle
Calciumausscheidung, Urin; FePi: fraktionelle Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23: Fibroblast
Growth Factor 23.



Tabelle 11: Parameter des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels nach Aufteilung der
Gesamtkohorte gemaR CKD-Stadium und gemald Einnahme von Schleifendiuretika

K/DOQI 2 K/DOQI 3a K/DOQI 3b K/DOQI 4

n kein SD 39 67 36 21

SD 12 37 57 50
Phosphat  kein SD 3,0+0,5 3,3x0,5 3,6+1,2 3,7+0,5
(mg/dl) SD 3,1+0,6 3,3+0,5 3,3+0,6 4,0+0,8

p 0,495 0,481 0,179 0,148
FePi kein SD 17,246,9 19,3+8,3 26,3+8,4 39,7+16,1

SD 19,0+10,1 22,1+10,2 29,2+11,5 40,1+£12,2

p 0,566 0,133 0,194 0,906
Calcium kein SD 2,310,1 2,4+0,1 2,310,1 2,4+0,2
(mmol/l) SD 2,4+0,1 2,4+0,1 2,4+0,1 2,3+0,2

p 0,295 0,433 0,071 0,330
FeCa kein SD 0,5+0,4 0,5+0,4 0,5+0,6 0,6+0,7

SD 0,6+0,5 0,7+£0,7 1,0+1,2 0,9+1,1

p 0,612 0,205 0,010 0,194
PTH kein SD 42,4+16,5 41,7+£20,9 54,5+25,0 102+52,0
(pg/ml) SD 57,3+32,7 61,1+28,8 76,0+48,9 138+98,0

p 0,155 <0,001 0,007 0,113
FGF-23 kein SD 57,2 (45,6-85,9) 69,2 (44,9-93,6) 105 (67-163) 181 (117-210)
(rU/ml) SD 48,7 (36,6-90,0) 85,8 (50,8-118) 128 (92-189) 174 (129-271)

p 0,617 0,088 0,091 0,668
sKlotho kein SD 532 (429-680) 501 (421-589) 517 (389-639) 521 (381-553)
(pg/ml) SD 534 (464-679) 550 (391-633) 431 (395-523) 452 (359-508)

p 0,472 0,299 0,540 0,066

Zwei Patienten erhalten eine diuretische Bedarfsmedikation, deren Einnahme in den Vortagen der
Untersuchung nicht sicher eruiert werden kann. Diese Patienten werden deshalb aus den oben
genannten statistischen Berechnungen ausgeschlossen. Angegeben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung bzw. aufgrund fehlender Normalverteilung FGF-23 und sKlotho als Median
(inter-quartil Range) sowie das Signifikanzniveau p. PTH: Parathormon; FeCa: fraktionelle
Calciumausscheidung, Urin; FePi: fraktionelle Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23: Fibroblast

Growth Factor 23.



Tabelle 12: Parameter des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels nach Aufteilung der
Gesamtkohorte gemalRl CKD-Stadium und gemal’ Einnahme von Thiaziddiuretika

K/DOQI 2 K/DOQI 3a K/DOQI 3b K/DOQI 4

n kein TD 29 41 51 39

TD 22 63 42 32
Phosphat  kein TD 3,0+0,6 3,4+0,6 3,3+0,6 3,9+0,7
(mg/dl) D 3,1+0,5 3,3+0,5 3,6£1,1 3,9+0.7

p 0,624 0,428 0,113 0,893
FePi kein TD 18,1+8,4 21,4+9,7 27,0+8,6 42,1+12,6

TD 17,1+£6,9 19,4+8,6 29,4+12,3 37,4+£14,1

p 0,666 0,283 0,297 0,148
Calcium kein TD 2,3+0,1 2,4+0,1 2,4+0,1 2,3+0,2
(mmol/l) TD 2,4+0,1 2,4+0,1 2,4+0,1 2,4+0,2

p 0,480 0,881 0,709 0,300
FeCa kein TD 0,6+0,4 0,7+0,7 1,0+1,2 1,1+1,2

TD 0,4+0,3 0,6+0,4 0,6+0,7 0,4+0,5

p 0,028 0,364 0,073 0,002
PTH kein TD 47,1 51,0+22,3 68,2+43,8 131+84,3
(pg/ml) D 44.4 47,1+27,6 66,8+41,1 123+95,6

p 0,663 0,446 0,875 0,720
FGF-23 kein TD 51,3 (41,9-78,1) 75,4 (50,6-103) 120 (72,4-169) 160 (119-213)
(ru/ml) D 58,8 (47,2-91,9) 68,6 (43,9-99,0) 113 (95,0-170) 191 (151-304)

p 0,366 0,270 0,461 0,114
sKlotho kein TD 516 (435-632) 501 (402-604) 442 (369-593) 477 (382-529)
(pg/ml) TD 567 (443-763) 502 (417-589) 455 (404-559) 457 (339-548)

p 0,947 0,655 0,276 0,261

Zwei Patienten erhalten eine diuretische Bedarfsmedikation, deren Einnahme in den Vortagen der
Untersuchung nicht sicher eruiert werden kann. Diese Patienten werden deshalb aus den oben
genannten statistischen Berechnungen ausgeschlossen. Angegeben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung bzw. aufgrund fehlender Normalverteilung FGF-23 und sKlotho als Median
(inter-quartil Range) sowie das Signifikanzniveau p. PTH: Parathormon; FeCa: fraktionelle
Calciumausscheidung, Urin; FePi: fraktionelle Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23: Fibroblast

Growth Factor 23.



Tabelle 13: Parameter des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels nach Aufteilung der
CKD Patienten mit erhaltener systolischer LV Funktion gemé&R Einnahme von
Schleifendiuretika

K/DOQI 2 K/DOQI 3a K/DOQI 3b K/DOQI 4

n kein SD 34 54 33 18

SD 11 34 37 34
Phosphat  kein SD 3,0+0,5 3,3x0,5 3,6+1,2 3,7+0,4
(mg/dl) SD 3,1+0,6 3,2+0,6 3,4+0,6 4,0+0,8

p 0,610 0,345 0,287 0,162
FePi kein SD 17,946,7 19,3+7,9 25,8+8,6 40,5+17,0

SD 18,3+10,3 22,4+10,4 27,3+10,4 40,7£13,4

p 0,879 0,121 0,548 0,972
Calcium kein SD 2,3+0,0 2,4+0,1 2,310,1 2,4+0,2
(mmol/l) SD 2,4+0,1 2,4+0,1 2,4+0,2 2,4+0,2

p 0,273 0,632 0,045 0,316
FeCa kein SD 0,5+0,4 0,6+0,4 0,6+0,6 0,6+0,8

SD 0,6+0,5 0,7+0,8 1,1+1,2 1,1+1,2

p 0,440 0,294 0,037 0,147
PTH kein SD 44,1+£16,7 37,3x£16,2 54,6+25,9 104+51,1
(pg/ml) SD 59,5+ 33,2 62,2+29,7 63,0+30,8 137+103,4

p 0,167 <0,001 0,226 0,205
FGF-23 kein SD 57,0 (45,6-77,3) 68,6 (44,9-93,1) 104 (64,6-160) 176 (117-205)
(rU/ml) SD 49,9 (36,6-94,2) 88,2(51,8-113) 128 (80,9-185) 174 (135-259)

p 0,792 0,100 0,264 0,671
sKlotho kein SD 545 (437-665) 504 (421-603) 525 (407-660) 512 (365-551)
(pg/ml) SD 576 (462-702) 552 (383-650) 442 (400-509) 455 (359-527)

p 0,514 0,469 0,477 0,379

Zwei Patienten erhalten eine diuretische Bedarfsmedikation, deren Einnahme in den Vortagen der
Untersuchung nicht sicher eruiert werden kann. Diese Patienten werden deshalb aus den oben
genannten statistischen Berechnungen ausgeschlossen. Angegeben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung bzw. aufgrund fehlender Normalverteilung FGF-23 und sKlotho als Median
(inter-quartil Range) sowie das Signifikanzniveau p. PTH: Parathormon; FeCa: fraktionelle
Calciumausscheidung, Urin; FePi: fraktionelle Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23: Fibroblast

Growth Factor 23.



Tabelle 14: Parameter des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels nach Aufteilung der
CKD Patienten mit erhaltener systolischer LV Funktion gemé&R Einnahme von

Thiaziddiuretika

K/DOQI 2 K/DOQI 3a K/DOQI 3b K/DOQI 4

n kein TD 26 34 37 29

TD 19 54 33 23
Phosphat  kein TD 3,0+0,6 3,4+0,6 3,4+0,6 3,9+0,8
(mg/dl) TD 3,0+£0,5 3,2+0,5 3,7£1,2 3,8+0,6

p 0,880 0,188 0,205 0,873
FePi kein TD 18,2+8,9 22,1+10,0 26,0+7,9 43,3+13,5

TD 17,8+£5,9 19,4+8,2 27,2+x11,2 37,2+£15,7

p 0,864 0,163 0,597 0,145
Calcium kein TD 2,4+0,1 2,4+0,1 2,4+0,1 2,3+0,2
(mmol/l) TD 2,4+0,1 2,4+0,1 2,440,2 2,4+0,1

p 0,718 0,632 0,849 0,032
FeCa kein TD 0,6+0,4 0,7+0,7 1,0+1,2 1,3+1,3

TD 0,4+0,4 0,6+0,4 0,7+0,8 0,5+0,5

p 0,054 0,283 0,143 0,002
PTH kein TD 49,5+26,5 50,9+21,2 58,6+27,1 132+88,0
(pg/ml) D 45,5+15,8 44,4427 .6 59,5+30,9 118+92,2

p 0,564 0,243 0,894 0,592
FGF-23 kein TD 52,9 (43,2-77,8) 75,1(50,7-103) 117 (51,4-154) 160 (119-217)
(ru/ml) TD 57,2 (46,2-91,1) 68,6 (46,7-99,3) 110 (86,5-174) 185 (149-309)

p 0,696 0,498 0,269 0,233
sKlotho kein TD 512 (438-629) 510 (406-650) 462 (400-638) 456 (372-525)
(pg/ml) D 576 (443-761) 504 (417-591) 488 (403-572) 473 (348-557)

p 0,945 0,518 0,131 0,224

Zwei Patienten erhalten eine diuretische Bedarfsmedikation, deren Einnahme in den Vortagen der
Untersuchung nicht sicher eruiert werden kann. Diese Patienten werden deshalb aus den oben
genannten statistischen Berechnungen ausgeschlossen. Angegeben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung bzw. aufgrund fehlender Normalverteilung FGF-23 und sKlotho als Median
(inter-quartil Range) sowie das Signifikanzniveau p. PTH: Parathormon; FeCa: fraktionelle
Calciumausscheidung, Urin; FePi: fraktionelle Phosphatausscheidung, Urin; FGF-23: Fibroblast
Growth Factor 23.



4. Diskussion

In der vorgelegten Dissertationsarbeit werden erstmalig in einer groRen Kohorte
nierenkranker Probanden gleichzeitig alle zentralen Marker des Calcium-Phosphat-
Stoffwechsels - Plasma-Calcium, Plasma-Phosphat, Parathormon, FGF-23 und
sKlotho - auf ihre pradiktiven Eigenschaften zur Vorhersage der Progression der
chronischen Nierenerkrankung sowie auf ihre wechselwirkenden Interaktionen hin

untersucht.

Dabei fokussiert diese Dissertationsarbeit auf die Bedeutung der Serumspiegel von
sKlotho bei nierenkranken Menschen, da aufgrund methodischer Schwierigkeiten
erst seit wenigen Jahren Assays fur die Bestimmung von humanem sKlotho zur

Verfugung stehen.

4.1 Bedeutung von Klotho in der chronischen Nierenerkrankung

4.1.1 Klotho und Nierenfunktion

Unsere CARE FOR HOMe Studie verwirft in einer Kohorte von 321 Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung zunéchst die initiale Hypothese, dass sKlotho mit dem
Ausmal} der Nierenfunktionseinschrankung assoziiert ist. Zwischen jlingerem Alter
der Probanden und hoherem sKlotho zeigt sich ein schwacher signifikanter
Zusammenhang.

Nach Etablierung eines ELISA zur Bestimmung von zirkulierendem sKlotho
untersuchten in den letzten Jahren mehrere Kohortenstudien Zusammenhange
zwischen sKlotho und Nierenfunktion. Diese Ergebnisse werden in Tabelle 15
zusammenfassend charakterisiert.

Die erste humane Kohortenstudie mit Bestimmung von sKlotho wird von
Yamazaki et al. berichtet. Es zeigt sich zunachst - in Analogie mit den Ergebnissen
der CARE FOR HOMe Studie - dass sKlotho negativ mit dem Alter der Probanden
korreliert und Patienten der niedrigsten sKlotho Tertile das hdchste Alter aufweisen.
Darliber hinaus postulieren Yamazaki et al. eine negative Korrelation von sKlotho mit
dem Serum-Kreatinin und eine positive Korrelation mit dem Serum-Phosphat .

Einer kritischen Uberpriifung halten die Ergebnisse von Yamazaki et al. jedoch nur



bedingt stand, da der statistische Zusammenhang zwischen sKlotho und Serum-
Kreatinin einerseits durch den gleichzeitigen Einschluss von Kindern und
Erwachsenen, andererseits durch einzelne sKlotho-Extremwerte bedingt erscheint
und zudem keine eGFR bestimmt wird. Die in die Studie eingeschlossenen Kinder
unterscheiden sich in FGF-23, sKlotho, Serum-Kreatininspiegel und weiteren
Parametern signifikant von Erwachsenen. Eine Korrelationsanalyse unter
gleichzeitigem Einschluss von Kindern und Erwachsenen erscheint daher
methodisch bedingt sinnvoll. Dementsprechend kann der statistisch signifikante
Zusammenhang zwischen sKlotho und der Nierenfunktion im univariaten Modell nach
Korrektur fur Alter und andere Storvariablen im multivariaten Regressionsmodell
nicht bestatigt werden. Schlief3lich erschwert der fehlende Einschluss von Patienten
mit erhohten Kreatininwerten einen sinnvollen Rulckschluss auf etwaige
Assoziationen zwischen sKlotho und Nierenfunktion.

Mehrere nachfolgende Arbeiten untersuchen Kollektive von chronisch nierenkranken
Patienten und berichten widersprichliche Ergebnisse. So postulieren
Shimamura et al. eine Assoziation zwischen Schwere einer
Nierenfunktionseinschrankung und sKlotho, welche sich bei Stratifizierung nach
K/DOQI Stadien allerdings auf einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten im
Stadium K/DOQI 1 gegeniiber allen anderen K/DOQI Stadien limitiert 3. Zudem
erscheint dieser statistische Zusammenhang durch extrem hohes sKlotho bei drei
Studienteilnehmern in CKD Stadium K/DOQI 1 bedingt, welche bei kritischer
Betrachtung als inhaltlich fraglich plausible Ausreil3erwerte gelten miuissen.
Shimamura et al. gehen in ihrer Arbeit nicht naher darauf ein, ob die Serumspiegel
sKlothos im weiteren Verlauf der CKD, also beispielsweise im Ubergang von Stadium
2 zu Stadium 3, kontinuierlich und auf statistisch signifikantem Niveau abnehmen.
Unsere CARE FOR HOMe Studie kann die Kernaussage der Arbeit von
Shimamura et al. nicht Uberprifen, dass Patienten im friuhesten CKD Stadium
signifikant hoheres sKlotho aufweisen als andere CKD Patienten, da Patienten im
CKD Stadium K/DOQI 1 nicht in die CARE FOR HOMe Studie aufgenommen
werden.

Im Kontrast zu der Annahme, dass mit fortschreitender chronischer
Nierenerkrankung sKlotho abnimmt ®, haben zwei kiirzlich verdffentlichte Studien
erhohtes sKlotho bei CKD-Patienten beobachtet %%’ Nahere Begutachtung dieser
beiden Arbeiten lassen jedoch methodische Zweifel aufkommen, da beide Arbeiten
ihre Aussage auf ein sehr kleines Patientenkollektiv von lediglich 30 ®¢ respektive



61 % CKD Patienten stiitzen. Dariiber hinaus erscheinen beide Kollektive klinisch
unprazise charakterisiert: So werden etwa in beiden Arbeiten keine Subgruppen der
chronischen Nierenerkrankung gemafR K/DOQI gebildet, was die Interpretation
einschrankt. Auch die jeweils gebildeten Kontrollgruppen von lediglich 10 % bzw.
30% freiwilligen Probanden sind zum einen sehr klein gewahlt, zum anderen
bestehen signifikante Unterschiede bezuglich der Altersverteilung verglichen mit der
jeweiligen CKD Kohorte. Zudem verzichten Sugiura et al. in ihrer Arbeit auf eine
Analyse zum Einfluss von sKlotho auf die Nierenfunktion (eGFR) ®.

Einschrankend muss bericksichtigt werden, dass das priméare Ziel der Arbeit von
Devaraj et al. die Validierung des sKlotho ELISA Assays war. Der Einfluss von
chronischen Erkrankungen - Diabetes Mellitus und chronische Nierenerkrankung -
auf sKlotho wurde nur begleitend untersucht, sodass hier offenbar bewusst das CKD-
Patientenkollektiv lediglich in zwei Gruppen nach einem Kreatinin Schwellenwert von
> bzw. < 1,2 mg/dl aufgeteilt wurde und eine Subgruppenunterscheidung geman
K/DOQI fehlt &’

Eine weitere Arbeit von Pavik et al.,, die bei Patienten mit ADPKD (Autosomal-
dominant vererbter Polycystischer Nierenerkrankung) Resistenzmechanismen
gegenuber FGF-23 untersucht, vergleicht sKlotho in einer kleinen Subgruppe von 32
nicht-ADPKD CKD-Probanden mit 20 nahezu altersgleichen, nierengesunden
Kontrollprobanden, beschreibt jedoch nahezu identisches sKlotho in beiden Gruppen.
Interessanterweise unterscheidet sich jedoch sKlotho bei ADPKD Patienten sowohl
von gesunden Kontrollen als auch von den nicht-ADPKD CKD Patienten 8. Neben
der auch in dieser Studie geringen Probandenanzahl schmalert die Fokussierung auf
CKD Patienten der Stadien K/DOQI 1 - 2 die Aussagekraft dieser Studie. Weiterhin
Uberrascht die breite Streuung von sKlotho von < 500 pg/ml bis > 5000 pg/ml bei
nicht-ADPKD CKD Patienten (und sogar < 100 pg/ml bis > 5000 pg/ml bei ADPKD
Patienten!), welche in der vorgelegten Promotionsarbeit nicht nachvollzogen werden
konnte.

Akimoto et al. untersuchen den Zusammenhang zwischen sKlotho und der

8 und stellen die

Nierenrestfunktion bei 36 Peritonealdialyse (PD) Patienten
Ergebnisse 11 gesunden Kontrollen gegeniber. Wahrend im Vergleich PD Patienten
niedrigeres sKlotho aufweisen, kann kein Zusammenhang zwischen sKlotho und der
Nierenrestfunktion beobachtet werden, wohingegen die Klothoausscheidung im 24 h
Urin mit der Nierenrestfunktion korreliert. Auch in dieser Studie Uberrascht die breite

Streuung von sKlotho zwischen 194 pg/ml und 990 pg/ml bei den CKD Patienten und



384 pg/ml bis 1483 pg/ml in der Kontrollgruppe. Zusammenfassend stellt man
anhand dieser Datenlage von sKlotho bei CKD-Patienten fest, dass sowohl
Diskrepanzen bezuglich der Wertung sKlothos im Krankheitsbild der CKD bestehen,
als auch, dass eine hohe interindividuelle Variabilitat bezuglich der gemessenen
sKlotho-Konzentrationsspektren zwischen den verschiedenen Arbeitsgruppen

vorhanden ist.

Unsere CARE FOR HOMe reiht sich in dieses Spektrum kontroverser
Kohortenstudien ein. Wahrend sie alle bisherigen CKD Kohortenstudien in der
Anzahl der eingeschlossenen Patienten Ubertrifft, kann die Beschrankung auf
Patienten in den CKD Stadien 2-4 und die fehlende Rekrutierung nierengesunder
Probanden als potentielle Limitation betrachtet werden. Allerdings erfolgt die
Restriktion auf CKD Patienten in den CKD Stadien 2-4 bewusst, um fur die
prospektive Datenauswertung eine - hinsichtlich der Nierenfunktion - homogenere
Patientenkohorte zu definieren.

Eine gemeinsame Limitation aller bisherigen Kohortenstudien einschliel3lich der
CARE FOR HOMe Studie ist die nur einmalige Bestimmung von sKlotho bei den
Studienteilnehmern. Daher kdnnen etwaige Veradnderungen von sKlotho im Verlauf
der chronischen Nierenerkrankung nicht intraindividuell verifiziert werden. Vielmehr
wird versucht, aus Daten einer  Querschnittsuntersuchung einen

(patho)physiologischen Ablauf zu rekonstruieren.



4.1.2 Klotho als Pradiktor des renalen- und des Gesamtiiberlebens

Nach abschlielender Beurteilung der Ergebnisse muss auch die Hypothese, dass
sich sKlotho bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung als unabh&ngiger
Pradiktor des renalen- und des Gesamtuberlebens erweist, verworfen werden. In der
CARE FOR HOMe Studie kann kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen sKlotho und dem renalen- oder Gesamtiiberleben nachgewiesen werden.
Diese Aussage steht im Widerspruch zu Ergebnissen der INnCHIANTI-Studie, einer
prospektiven Kohortenstudie mit etwa 800 Probanden (> 65 Jahre). sKlotho - welches
bei Studienbeginn signifikant mit dem Alter korreliert - pradiziert bei einer mittleren
Nachbeobachtungszeit von etwa 6 Jahren nach multivariater Anpassung fur Alter,
Parameter des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels und klassischen kardiovaskularen
Risikofaktoren die Gesamtsterblichkeit *°. Da weder detaillierte Informationen zur
Todesursache noch zum Auftreten sonstiger nicht fataler kardiovaskularer Ereignisse
dargelegt werden, kann der Einfluss von niedrigem sKlotho auf die kardiovaskulare
Prognose nicht abschlieBend beurteilt werden. Des Weiteren ist kein
eingeschlossener Patient jinger als 65 Jahre alt, so dass es nicht Uberrascht, dass
ein Drittel der Probanden eine eGFR von < 60 ml/min/1,73 m? aufweist. Detailliertere
Informationen zur Nierenfunktion der Kohorte sind leider nicht publiziert.

Die CARE FOR HOMe Studie wurde im Jahr 2008 gestartet weshalb zum Zeitpunkt
der Einreichung der Dissertationsschrift lediglich ein kurzes
Nachbeobachtungszeitintervall ausgewertet werden kann. Nach Auswertung der
vorliegenden Daten ist es unwahrscheinlich, dass eine langere Nachverfolgung einen
statistisch signifikanten und klinisch bedeutsamen Zusammenhang zwischen sKlotho
und dem ereignisfreien Uberleben von CKD Patienten detektiert.

Zusammenfassend gibt es bis dato nur eine geringe Zahl epidemiologischer Studien,
wovon lediglich zwei ein prospektives Design aufweisen. In Tabelle 15 sind die
derzeitig verfiigbaren Studien und ihre Ergebnisse zur besseren Ubersicht

zusammengestellt.



Tabelle 15: Querschnittsuntersuchugen zur Assoziation von sKlotho und Nierenfunktion

Klotho-
Design Probanden Beobachtete Klotho-Spiegel* Erkenntnis
Messung
181 . . .
_ 39 Kinder (<17 J) 9521282 pg/ml Alter, Kreatinin, Calcium
Yamazaki gesunde ) )
77 CSS Serum und Phosphat sind mit
et al. Probanden Kloth iert
. 142 Erw. (> 20 J 562+146 pg/mi sKlotho assoziier
(Asiaten) W ( ) Pg
Sugiura 30 CKD Patienten CKD: 1413614 pg/ml
86 CSS Serum sKlotho bei CKD erh6ht
etal. 10 gesunde Kontrollen Kontrolle: 404+87 pg/ml
Shimamura K/DOQI 1: 14421410 pg/ml Niedrigeres sKlotho bei
Lol CSS 292 CKD Patienten Serum CKD 2-5 im Vergleich zu
etal. .
K/DOQI 2: 616256 pg/ml CKD 1
61 CKD Patienten Krea > 2 mg/dl: 108 ng/ml (66, 182)
sKlotho bei CKD erhoht
Devaraj 82 DM Patienten HbAc = 6,5 %: 35 ng/ml (15, 58)
ot al. CSS Serum

30 gesunde CKD Kontrollen

27 gesunde DM Kontrollen

Krea < 1,2 mg/dl: 67 ng/ml
(43, 119)

sKlotho bei DM vermindert




Pavik

etal. &8

CSS

99 ADPKD Patienten
32 CKD Patienten
12 XLH Patienten

20 gesunde Kontrollen

Serum

ADPKD 1-2: 7194503 pg/ml

CKD 1-2: 1037839 pg/ml

Niedrigstes sKlotho bei
Patienten mit ADPKD;
negative Korrelation mit
Zystenvolumen

XLH: 1187+569 pg/ml

Kontrolle: 1200+385 pg/ml

Keine Korrelation mit
Nierenfunktion

Akimoto
etal. ®

CSS

36 ESRD Patienten unter PD

11 gesunde Kontrollen

Serum

PD: 554+210 pg/ml

Kontrolle: 783+318 pg/ml

Keine Korrelation mit
Nierenrestfunktion

Im Urin

PD: 303 ng/Tag (84-499)

Kontrolle: 1232 ng/Tag (870-1846)

Korrelation mit
Nierenrestfunktion

Im
Dialysat

PD: 114 ng/Tag (77-155)

Korrelation mit Albumin im
Dialysat

RRF: ,residual renal function“, Nierenrestfunktion; CSS: “cross-sectional study”, Querschnittsstudie; POCS: ,prospective observational cohort
study“, Prospektive nicht-interventionelle Kohortenstudie; CKD: “chronic kidney disease”, Chronische Nierenerkrankung; ADPKD: “autosomal

dominant polycystic kidney disease”, Autosomal-dominate polyzystische Nierenerkrankung; XLH: “X-linked hypophosphataemia”, X-chromosomal

vererbte Hypophosphatamie, PD: Peritonealdialyse; DM: Diabetes Mellitus

* Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung resp. Median (25. Perzentile, 75. Perzentile).



4.1.3 Klotho in Gewebe und Urin

Mit dem CARE FOR HOMe Studiendesign lasst sich keine Aussage Uber das
Verhaltnis von in Gewebe exprimiertem Klotho, Klotho im Urin und sKlotho im
Plasma treffen, da in unserer Studie lediglich eine Bestimmung von Klotho im Plasma
vorgenommen wird.

Hu et al. beschreiben einen Abfall von Klotho im Urin in frihen Stadien der

73

chronischen Nierenerkrankung bei 40 CKD Patienten Beobachtungen im

Tiermodell geben Grund zu der Annahme, dass ein Klothomangel

77 und Weichteilgewebsverkalkungen beschleunigt ®. Die

Nierenschadigungen
Analyse membrangebunden Klothos erfordert eine Nierenbiopsie und ist somit in
grol3en prospektiven Studien wie der CARE FOR HOMe Studie kaum durchzufuhren.
Jedoch beschreiben tierexperimentelle und klinische Arbeiten mit Durchfiihrung von
Nierenbiopsien und nachfolgendem immunhistochemischem Nachweis
membrangebundenen Klothos, dass membrangebundenes Klotho bereits in sehr

frihen Stadien der CKD erniedrigt ist "#19,

4.2 Bedeutung von FGF-23 in der chronischen Nierenerkrankung

Neben sKlotho werden in dieser Arbeit weitere Parameter des Calcium-Phosphat-
Stoffwechsels wie die fraktionelle Phosphatausscheidung im Urin (FePi),
Parathormon (PTH) und der Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23) auf ihre
pradiktiven Eigenschaften analysiert. Wahrend sich in der univariaten Analyse - im
Gegensatz zu sKlotho - PTH, FePi und FGF-23 als statistisch signifikante Pradiktoren
des ereignisfreien Uberlebens darstellen, bestatigt im multivariaten Modell nach
Korrektur fur Alter, Nierenfunktion (eGFR) und logarithmierte Albuminurie lediglich
FGF-23 seine pradiktiven Eigenschaften auf signifikantem Niveau.



4.2.1 Epidemiologische Bedeutung von FGF-23

Im Einklang mit unseren Ergebnissen konnen FGF-23 in weiteren prospektiven
Studien bei nicht-dialysepflichtigen CKD Patienten pradiktive Funktionen
zugeschrieben werden. Zunachst ist FGF-23 sowohl bei Patienten mit
makroalbuminurischer diabetischer Nephropathie * als auch bei Patienten mit nicht-
diabetischer CKD “** unabhéngiger Pradiktor fiir das Voranschreiten der CKD #%.
Dabei tibertraf FGF-23 Serum-Phosphatspiegel als renaler Progressionsmarker 3.

Die Ergebnisse dieser Pionierstudien wurden nachfolgend in grof3en Multizenter-
Studien Uberpruft, die zudem FGF-23 als Pradiktor fir das Gesamtiiberleben testen:
In der CRIC-Studie erweist sich FGF-23 in einer Kohorte von fast 4.000 CKD
Patienten in den K/DOQI Stadien 2-4 als unabhéngiger Préadiktor des
Gesamtuberlebens, wahrend es nur bei Patienten in friheren CKD Stadien auch ein
unabhangiger renaler Pradiktor ist. Hingegen erweist sich in der HOST Studie bei
1.099 Patienten mit einer CKD im fortgeschrittenen Stadium FGF-23 wiederum als
unabhéngiger Pradiktor von Gesamt- und dialysefreiem Uberleben *.

In der WHAS Studie erweist sich FGF-23 bei 701 korperlich beeintrachtigten Frauen,
die bei Einschluss élter als 65 Jahre alt waren, als unabhangiger Pradiktor fir das
Neuauftreten einer chronischen Nierenerkrankung bei einer Nachbeobachtungszeit

von 18 Monaten %,

Nur zwei Arbeiten untersuchten FGF-23 Spiegel bisher als Préadiktoren
kardiovaskularer Ereignisse bei chronisch nierenkranken Menschen; beide stellen
jedoch einen Zusammenhang zwischen erhdhtem FGF-23 und dem Erleiden eines
kardiovaskuléren Ereignisses vor Erreichen der Dialysepflichtigkeit fest “**’. Diese
Ergebnisse werden in Subgruppenanalysen der CHS Studie bestatigt: So war
FGF-23 bei 1.128 Studienteilnehmern, die bei Studieneinschluss eine eGFR
<60 ml/min/1.73 m?2 aufweisen, unabhangiger Pradiktor fir Gesamtmortalitat,

Herzinsuffizienz und kardiovaskulare Ereignisse *.

Die pradiktiven Eigenschaften von FGF-23 lassen sich auch auf das dialysepflichtige
Patientenkollektiv iibertragen “®%°. In der ArMORR Studie zeigen inzidente
Dialysepatienten mit den hochsten FGF-23 Spiegeln eine um den Faktor 6 erhthte
Mortalitéatsrate (Vergleich oberste vs. unterste Quartile) “®. Diese Aussage gilt ebenso
fiir pravalente Dialysepatienten *°.



Diese Studien inspirierten mehrere Arbeitsgruppen, die prognostische Bedeutung
von FGF-23 selbst bei nierengesunden Menschen zu untersuchen. So schreibt die
-Heart and Soul“-Studie FGF-23 unabhangige pradiktive Eigenschaften beztglich
Mortalitat sowie dem Erleiden eines kardiovaskularen Ereignisses auch bei Patienten
mit pravalenter koronarer Herzkrankheit und erhaltener Nierenfunktion zu °’. Auch in
der PEACE Studie kann FGF-23 in einer Kohorte von 1.100 Patienten mit stabiler
Koronarerkrankung uber ein Beobachtungsintervall von 5 Jahren ein erh6htes Risiko
fur das Auftreten eines kardiovaskularen Todes und Herzinsuffizienz zugeschrieben
werden %,

Allerdings kann die ,Health Professionals Follow-up“-Studie diese Beobachtung nicht
bestatigen; innerhalb eines Kollektives von 1.259 Menschen ohne prévalente renale
oder kardiovaskulare Erkrankung weist FGF-23 tiber eine Nachbeobachtungszeit von
10 Jahren keine pradiktiven Eigenschaften bezuglich des Auftretens nicht-fataler
Myokardinfarkte und fataler koronarer Ereignisse auf .

Die CHS Studie identifiziert FGF-23 bei 1.979 nicht-CKD Patienten, die bei
Studienbeginn mindestens 65 Jahre alt waren, Uber ein Nachbeobachtungsintervall
von 10 Jahren als unabhangigen Pradiktor fur das Neuauftreten einer
Herzinsuffizienz, nicht jedoch eines kardiovaskuldren Ereignisses %,

Diese diskrepanten Ereignisse lassen sich zumindest partiell durch unterschiedliche
Definitionen der gewahlten Studienendpunkte erklaren. So fallt nach Aufschliisselung
der Einzelkomponenten der kombinierten Endpunkte auf, dass FGF-23
atherosklerotische Ereignisse (Myokardinfarkt, zerebrale Insulte) meist weniger
eindeutig vorhersagt als myokardiale Ereignisse (Herzversagen).

Die epidemiologischen Daten zur Bedeutung von FGF-23 fir chronisch nierenkranke
Menschen sind in Tabelle 16, bei Patienten mit erhaltener Nierenfunktion in Tabelle

17 zusammengefasst.



Tabelle 16: Prospektive Kohortenstudien zur prognostischen Bedeutung von FGF-23 bei CKD Patienten

Pradiktiver
) Follow-up
Design Probanden ) Endpunkt(e) Nutzen von
(Median)
FGF-23
_ 227 nicht-diabetische CKD .
Fliser . . Renaler Endpunkt (Verdopplung Serumkreatinin
23 POCS Patienten in den K/DOQI 4.4 Jahre S ++
et al. _ und / oder Einleitung RRT)
Stadien 1-5
eGFR > 30 ml/min + +
Isakova 3.879 CKD Patienten in den Renaler Endpunkt ]
49 POCS ) 5 Jahre eGFR < 30 ml/min --
et al. K/DOQI Stadien 2-4
Gesamtmortalitat ++
CV Ereignis (MI, Insult, Amputation) ++
Kendrick 1.099 CKD Patienten in den o
" POCS _ 2,9 Jahre Einleitung RRT ++
et al. K/DOQI Stadien 4-5 ND
Gesamtmortalitat ++
Gutierrez 400 inzidente -
48 NCCS ) _ _ 1 Jahr Gesamtmortalitat ++
et al. Hamodialysepatienten
Jean 219 pravalente -
% POCS ) _ _ 2 Jahre Gesamtmortalitat ++
et al. Hamodialysepatienten




CV Ereignis (MI, PTCA, Bypass, cerebraler Insult
mit Symptomen > 24h, Stent oder Endarterektomie

Seiler 149 CKD Patienten in den ) ) )
100 | POCS ) 4,9 Jahre der Carotiden, nicht-traumatische ++
et al. K/DOQI Stadien 1-5 ND o ) )
Extremitatenamputation, peripherer Stent / PTA,
Tod
Nakano 738 CKD Patienten in den Fatales oder nicht-fatales CV Ereignis mit
01 | POCS ] 4,4 Jahre ) o ++
et al. K/DOQI Stadien 1-5 ND notwendiger Hospitalisierung
Gesamtmortalitat ++
CHS® | POCS 1.128 CKD Patienten ~ 10 Jahre Inzidenz HI ++
Inzidenz CVD + +




Tabelle 17: Prospektive Kohortenstudien zur prognostischen Bedeutung von FGF-23 in nicht-CKD Kollektiven

) Follow-up Pradiktiver Nutzen
Design Probanden ) Endpunkt(e)
(Median) von FGF-23
HPFS % | NCCS 1.259 Probanden ohne pravalente CVD 10 Jahre Nicht-fataler M| - -
oder Fatale CAD
Inzidenz CKD * ++
WHAS ¢ | pOCS 701 kérperliche beeintrachtigte Frauen 18 Monate _
Mortalitat .
(jeden Grundes / spez.
Mortalitat jeden Grundes ++
CV Event 4+
Heart and (M, Hl,Insult / TIA)
eart an
Soul @ POCS 833 Patienten mit stabiler CAD 6 Jahre Ml --
ou
HI ++
Insult / TIA + +
CV Tod / HI ++
1.100 Patienten mit stabiler CAD ohne
PEACE *® | NCCS hohergradige Einschrankung der LV 5 Jahre MI -

Funktion

Insult




Inzidenz HI

++

CHS®* | POCS 1.979 Nicht-CKD Patienten ~ 10 Jahre
Inzidenz CVD -
HOM . . . " .
1.309 Patienten vor elektiver Nicht-hamorrhagischer
SWEET POCS ) ) Andauernd
Koronarangiographie Insult / MI/ CV Tod
HOMe

Notiz: Aufgefuhrt sind Studien, die nicht selektiv Patienten mit chronischer Nierenerkrankung rekrutiert haben.

NSSC: "Nested case-control study”, Fall-Kontroll-Studie, bei der die Falle und Kontrollen aus der Population einer Kohortenstudie gezogen
werden; POCS: ,prospective observational cohort study”, Prospektive nicht-interventionelle Kohortenstudie; ND: Dialysepatienten ausgeschlossen,;
CVD: “cardiovascular disease”, Kardiovaskuldre Erkrankung; CAD: “coronary artery disease”, Erkrankung der Koronararterien; LV: links
ventrikular; MI: Myokardinfarkt; CKD: “chronic kidney disease”, Chronische Nierenerkrankung; HI: Herzinsuffizienz; TIA: Transitorisch ischdmische

Atacke, PTCA: , Perkutane transluminale Coronarangioplastie*.

HPFS: ,Health Professional Follow-Up Study“; WHAS: ,Women's Health and Aging Study”; PEACE: ,Prevention of Events with Angiotensin

Converting Enzyme Inhibition®; CHS: ,,Cardiovascular Health Study*.
Pradiktive Aussagekraft von FGF-23: - keine pradiktive Aussagekraft nach univariater Analyse; - - keine pradiktive Aussagekraft nach multivariater

Analyse; + + pradiktive Aussagekraft nach multivariater Analyse.
" Analyse beruht auf 307 Probanden ohne CKD zu Studienbeginn.
” Insgesamt wurden 3,107 Probanden > 65 Jahre rekrutiert.




4.2.2 Pathophysiologische Folgen erhdhter FGF-23 Plasmaspiegel

Der epidemiologische Zusammenhang von FGF-23 und unerwiinschten
kardiovaskularen Ereignissen wirft die Frage auf, inwieweit FGF-23 ein passiver
Risikomarker ist, oder als Mediator selbststandig kardiovaskulare Schadigungen
induziert 100:103.104,

So lassen sich die drastisch erh6hten Mortalitéatsraten bei Menschen mit erhghten
FGF-23 Spiegeln zunéchst auch dadurch erklaren, dass erhoéhtes FGF-23 eine
Dysbalance anderer Parameter des Calcium-Phosphat-Haushaltes reflektiert. Ein
zentrales Problem der chronischen Nierenerkrankung ist die progredient
nachlassende Fahigkeit der Niere, adaquate Mengen Phosphat zu eliminieren. In der
Folge steigen Serum-Phosphatspiegel, welche der Organismus durch vermehrte
Bildung des phosphaturischen Hormons FGF-23 beantwortet. FGF-23 inhibiert die
intestinale Phosphataufnahme, vermindert die Rickresorption von Phosphat in der
Niere und hemmt die Aktivierung von Vitamin D, woraus eine weitere Reduktion der
intestinalen Aufnahme von Phosphat resultiert. Gleichzeitig fuhrt eine verminderte
Vitamin D Aktivierung zu einer verminderten intestinalen Calciumaufnahme, welche
in niedrigeren Calcium-Serumspiegeln und nachfolgend einer Stimulation der
Parathormon Freisetzung aus der Nebenschilddriise mindet, wodurch die renale
Calciumausscheidung gehemmt und eine Hypokalzdmie verhindert wird.

Erhohte Serum-Phosphatspiegel und ein erhéhtes Calcium Phosphatprodukt fihren

105107~ partiber

zu fruhzeitig einsetzenden vaskularen Calcifizierungsprozessen
hinaus induziert Phosphat pathologische Umbauprozesse der Herzklappen ' und
des Myokards, die zu einer linksventrikularen Hypertrophie fiihren %

Etliche Studien haben epidemiologisch aufgezeigt, dass bei nierenkranken
Menschen eine Hyperphosphatamie mit einer erhéhten kardiovaskularen Ereignisrate
und Mortalitat assoziiert ist #1°"11%111 Dar{iber hinaus sind selbst bei nierengesunden
Menschen  Serumphosphatwerte im  hoch-normalen  (vermeintlich  noch
physiologischen) Bereich ungiinstige Prognosemarker 2,

Da eine erhohte Phosphatbelastung die FGF-23 Freisetzung induziert, verwundert
zunéchst nicht, dass erhohte FGF-23 Werte ebenso ungunstige Prognosemarker
sind. Jedoch persistiert diese prognostische Aussage von FGF-23 auch nach
Adjustierung far Plasma-Phosphatspiegel in multivariaten
Regressionsmodellen #34448:49.93-98,10010L113 ‘pahar wurde bereits frithzeitig postuliert,

dass FGF-23 eigenstandig kardiovaskulare Schadigungen induzieren kdnnte - sei es



indirekt durch Verminderung der Bildung des prasumptiv protektiven Calcitriols oder
aber direkt.

Gegen eine solche direkt schadigende Wirkung wurde zunachst eingewendet, dass
FGF-23 fur seine zellularen Wirkungen den Co-Rezeptor Klotho benotigt, der selektiv
in Niere und Nebenschilddruse, nicht jedoch in Myokardzellen exprimiert wird. Diese
Ansicht musste revidiert werden, nachdem Faul et al. im Jahr 2011 erstmals im
Mausmodell Klotho-unabhangige kardiovaskulare Effekte von FGF-23 nachweisen
konnte. So induzierte FGF-23 sowohl in Zellkultur als auch in vivo Uber eine
Aktivierung des PLCy Signalweges eine Hypertrophie von Kardiomyozyten. Durch
Inhibition von FGF-23 konnte umgekehrt das Auftreten einer Myokardhypertrophie in
einem murinen Modell der chronischen Nierenerkrankung verhindert werden. Da eine
Myokardhypertrophie langfristig zur chronischen Myokardinsuffizienz pradisponiert,
ermoglichen diese experimentellen Daten von Faul et al. das Verstandnis von
epidemiologischen Untersuchungen, die einerseits in Querschnittsanalysen
Assoziationen zwischen erhdhtem FGF-23 und eingeschrankter LV Funktion
beschreiben ', andererseits in prospektiven Studien FGF-23 als Pradiktor fiir das

Auftreten eines Herzversagens erkennen %97



4.2.3 FGF-23 und Diuretikatherapie

Neben solchen direkten pathophysiologischen Signalkaskaden kénnen zusatzliche
Einflussvariablen zur epidemiologischen Assoziation zwischen erhéhtem FGF-23 und
Myokardinsuffizienz beitragen. Ein solcher mdglicher Einflussfaktor ist eine
Diuretikamedikation, welche ein Standardtherapeutikum fur herzinsuffiziente
Patienten ist und gleichzeitig direkt den Calcium-Phosphat-Haushalt beeinflusst. Dies
nehmen wir zum Anlass einer Subgruppenanalyse der CARE FOR HOMe Studie, um
einen maoglichen Einfluld der Diuretikamedikation auf FGF-23 zu erfassen.

Wir erkennen signifikant héhere FGF-23 Spiegel bei Patienten, die mit einem
Schleifendiuretikum therapiert werden, im Vergleich zu Patienten, die ein
Thiaziddiuretikum erhalten. Diese Beobachtung lasst sich am ehesten durch die von
Schleifendiuretika induzierte erhohte fraktionelle Ausscheidung von Calcium im Urin

erklaren 4

. Zur Verhinderung einer Hypocalcdmie erfolgt eine Steigerung der
Parathormonsekretion, welches seinerseits die Sekretion von FGF-23 aus
Osteoblasten stimuliert **°>. Gegensatzlich zur Wirkung der Schleifendiuretika geht die
Einnahme eines Thiaziddiuretikums mit einer erniedrigten fraktionellen
Calciumausscheidung im Urin einher ***, was den ausbleibenden Anstieg der FGF-23

Spiegel unter Medikation mit Thiaziddiuretika erklart.



4.3 Zusammenfassung

Unsere CARE FOR HOMe Studie untersucht erstmals die Bedeutung von sKlotho in
einer detailliert charakterisierten Kohorte von chronisch nierenkranken Menschen.

Entgegen den initial aufgestellten Hypothesen besteht bei Studieneinschluss kein
Zusammenhang von sKlotho mit der Nierenfunktion oder mit klassischen Parametern
des Calcium-Phosphatstoffwechsels. Weiterhin weist sKlotho, entgegen unserer
Hypothese, keine pradiktiven Eigenschaften beziiglich des dialysefreien Uberlebens
auf. Einerseits weitere experimentelle Daten, andererseits prospektive Studien mit
grofReren Kollektiven und vor allem eine Validation des sKlotho ELISA Kits werden
noétig sein, um eine fundierte Aussage (iber die Funktion sKlothos zu treffen **°.

Im Gegensatz zu sKlotho ist FGF-23 einerseits mit der Nierenfunktion bei
Studienbeginn  assoziiert, andererseits ist FGF-23 in der multivariaten
Regressionsanalyse unabh&ngiger Pradiktor des renalen Uberlebens und des
Gesamtuberlebens womit Ergebnisse friherer Studien bestatigt

werden 43,44,49,49,93,94,100.

4.4 Ausblick

Nachdem sich in der CARE FOR HOMe Studie FGF-23 bei Vergleich verschiedener
Komponenten der CKD-MBD als bester Préadiktor des Voranschreitens der
chronischen Nierenerkrankung erweist, kann postuliert werden, dass fur zukunftig
therapeutische Interventionen bei chronisch nierenkranken Menschen FGF-23 eher
als etwa sKlotho als prognostisch sinnvoller Zielparameter betrachtet werden kann.

Derzeitig verfugbare Therapiekonzepte zur pharmakologischen Beeinflussung der
FGF-23 Spiegel in vivo bestehen im Einsatz von Phosphatbindern, welche durch eine

Hemmung der intestinalen Phosphataufnahme konsekutiv FGF-23 im Serum senken.

117 118-120

Daten aus Tierstudien oder des Menschen zeigen, dass durch die
Einnahme von Phosphatbindern FGF-23 Spiegel reduziert werden. Ob eine solche
Senkung von FGF-23 durch Phosphatbinder mit einem prognostischen Benefit
assoziiert ist, mussen zuklnftige Kklinische Interventionsstudien Uberprifen.

Interessanterweise zeigen Daten der ArMORR Kohorte, dass eine Therapie mit



Phosphatbindern mit einer verminderten 1-Jahres-Todesrate bei Dialysepatienten

einhergeht 2

. Da dieser Effekt in der ArMORR Kohorte unabhéngig von den
gemessenen Serum-Phosphatspiegeln beobachtet wird, kann postuliert werden,
dass uber den direkten phosphatsenkenden Effekt hinaus eine Senkung von FGF-23
zum beobachteten Benefit von Phosphatbindern in der ArMORR Kohorte beigetragen

haben kdnnte.

Des Weiteren befinden sich derzeit als neuer Therapieansatz FGF-23 Antikdrper in
der Erprobung ***?2 Bisher verfiigbare tierexperimentelle Ergebnisse zum Einsatz
von FGF-23 Antikorpern reflektieren einerseits die physiologische Funktion von
FGF-23 im Calcium-Phosphat-Haushalt, da der Einsatz von FGF-23 Antikdrpern in

erhohten Phosphat- und Vitamin D-Spiegeln miindet %,

Andererseits zeigen
Aonoetal. im Mausmodell bei hypophosphatamischer Rachitis einen
therapeutischen Benefit durch Einsatz von FGF-23 Antikorpern, indem die Tiere eine
Verbesserung der Muskelschwéche als auch der taglichen Aktivitét zeigen ***. Daten
zum Einsatz von FGF-23 Antikérpern in der chronischen Nierenerkrankung liegen

bisher noch nicht vor.

Zukunftige Interventionsstudien auf diesem Gebiet werden aufzeigen mussen,
welchen prognostischen Effekt eine selektive Antagonisierung von FGF-23 erbringt,
da - anders als bei Einsatz von Phosphatbindern - dieser Therapieansatz durch
Inhibition der phosphaturischen FGF-23 Wirkung von einem Anstieg der

Phosphatspiegel im Serum begleitet wird *%.



5. Anhang

5.1 Einverstandniserklarung

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

im Rahmen lhres ambulanten Besuches in unserer Abteilung laden wir Sie ein, an einer
Untersuchung Uber den Zusammenhang zwischen Entziindungsparametern im Blut,
Gefalverkalkung (Atherosklerose) und chronischer Nierenerkrankung teilzunehmen.

Hierzu bendtigen wir Ihre Erlaubnis, eine Urinprobe und eine Blutprobe (54 ml) fur
Laboruntersuchungen zu verwenden. Zuséatzlich moéchten wir Sie bitten, einen
standardisierten Fragebogen zu Risikofaktoren und klinischen Zeichen einer Herz-
Kreislauferkrankung durchzuftihren. Der Zeitaufwand fir diesen Fragebogen betragt etwa 10
Minuten. Schlief3lich méchten wir gerne bei Ihnen eine ausfuhrliche Ultraschalluntersuchung
von Nieren- und Milzdurchblutung, Herzfunktion und GefaRwénden durchfuhren, die etwa 60
Minuten dauern wird. Diese Ultraschalluntersuchung ist mit keinerlei Strahlenbelastung
verbunden.

Innerhalb der ersten 5 Jahre nach dieser Untersuchung mdchten wir hochmals mit Thnen
und / oder lhrem betreuenden Arzt jahrlich Kontakt aufnehmen, um uns Uber Ihren
Gesundheitszustand zu erkundigen. Darlber hinaus mochten wir lhnen zu diesen
Zeitpunkten noch einmal eine Blutprobe (18 ml) entnehmen und Sie um eine Urinprobe
bitten.

Selbstverstéandlich ist die Teilnahme an dieser Untersuchung fur Sie freiwillig. Wenn Sie mit
der Teilnahme an unserer Untersuchung nicht einverstanden sind, entstehen Ihnen
selbstverstandlich keinerlei Nachteile in der medizinischen Behandlung.

Fir Rickfragen stehen wir Ihnen jederzeit personlich zur Verfigung.

Mit der Untersuchung bin ich O einverstanden

O nicht einverstanden
Homburg, den

(Unterschrift)



5.2 Datenschutzerklarung

Mir ist bekannt, dass bei dieser klinischen Studie personenbezogene Daten,

insbesondere medizinische Befunde dber mich erhoben, gespeichert und

ausgewertet werden sollen. Die Verwendung der Angaben tber meine Gesundheit

erfolgt

nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an der

klinischen Studie folgende, freiwillig abgegebene Einwilligungserklarung voraus, d. h.

ohne
teilneh

1.

Name:

die nachfolgende Einwilligung kann ich nicht an der klinischen Studie

men.

Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Klinischen
Prifung erhobene Daten, insbesondere Angaben Uber meine Gesundheit, in
Papierform und auf elektronischen Datentragern bei den Prifarzten der
beteiligten Klinik - Klinik fur Innere Medizin IV - Nieren- und
Hochdruckkrankheiten des  Universitatsklinikums des Saarlandes -
aufgezeichnet werden. Weiterhin erklare ich mich einverstanden, dass im
Rahmen von externen Uberpriifungen wie etwa durch die Ethikkommission der

Arztekammer des Saarlandes Einsicht in meine Daten gewéahrt werden kann.

Ich bin Uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine
Einwilligung, an der Studie teilzunehmen, widerrufe, missen alle Stellen die
meine personenbezogenen Daten - insbesondere Gesundheitsdaten -
gespeichert haben, unverzuglich prifen, inwieweit die gespeicherten Daten
noch erforderlich sind. Nicht mehr bendtigte Daten sind unverzuglich zu
I6schen.

Datum:

Unterschrift;




5.3 Fragebogen kardiovaskulares Risiko

1. Hatten Sie jemals Schmerzen oder Beschwerden in Ihrem Brustkorb?
O Ja
O Nein (falls Nein, bitte Fragen 2-9 Gberspringen, weiter mit 10)
2. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Bergangehen oder
raschen Gehen?
O Ja
O Nein (falls Nein, weiter mit Frage 9)
O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.
3. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen in normalem
Tempo in der Ebene?
O Ja
O Nein
4. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen
bekommen?
O Ich halte an oder laufe langsamer
O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 9)
Bei Benutzung von Nitrospray: ,Ich halte an oder laufe langsamer* ankreuzen.
5. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen
Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung
O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 9)
6. Wie rasch?
O Innerhalb von 10 Minuten.
O Nicht innerhalb von 10 Minuten (weiter mit Frage 9).
7. Zeigen Sie mir bitte, wo die Schmerzen oder die Beschwerden lokalisiert sind.
O Sternum (oberes oder mittleres Drittel)
O Sternum (unteres Drittel)
O Linksseitige vordere Brustwand
O Linker Arm
(alle Angaben notieren)
8. Haben Sie diese Schmerzen oder Beschwerden sonst irgendwo?
O Ja (Notieren wo )




O Nein

9. Hatten Sie jemals einen schweren Schmerz Uber die Vorderseite Ihres
Brustkorbes, der Uber drei3ig Minuten oder langer anhielt?
O Ja
O Nein
10.Bekommen Sie Schmerzen beim Gehen in einem oder beiden Bein?
O Ja
O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)
11. Begann dieser Schmerz jemals beim Stehen in Ruhe oder beim Sitzen?
O Ja (falls ja, weiter mit Frage 19)
O Nein
12. Wo im Bein empfinden Sie diesen Schmerz?
O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel ein.
O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel nicht ein (weiter Frage 19)
13. Bekommen Sie diesen Schmerz beim Bergangehen oder raschen Gehen?
O Ja
O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)
O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.
14.Bekommen Sie diesen Schmerz beim Gehen in normalem Tempo in der Ebene?
O Ja
O Nein
15. Ist der Schmerz jemals wahrend des Gehens verschwunden?
O Ja (falls ja, weiter mit Frage 19)
O Nein
16. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen
bekommen?
O Ich halte an oder laufe langsamer
O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 19)
17. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen
Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung
O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 19)
18. Wie rasch?
O Innerhalb von 10 Minuten.



O Nicht innerhalb von 10 Minuten
19. Hatten Sie in den letzten zwei Jahren einen Herzinfarkt, eine Bypass-Operation
oder eine Aufdehnung von Herzkranzgefal3en mittels Herzkatheter?
O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)
O Nein

19.a (14.04.2011 hinzugefugt) Wurden Sie in den letzten 24 Monaten aufgrund einer
anderen Herzerkrankung, z B Herzschwéche mit Wassereinlagerungen in Lunge
oder Beinen, stationar aufgenommen?

O Ja, am
O Nein
19b. In welchem Krankenhaus erfolgte die stationare Behandlung?

20.Hatten Sie in den letzten zwei Jahren einen Schlaganfall mit Beschwerden, die
langer als 24 Stunden angehalten haben?
O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)
O Nein

21.Hatten Sie in den letzten zwei Jahren einen Schlaganfall mit Beschwerden, die
kirzer als 24 Stunden angehalten haben, oder plotzlichen Sehverlust tber
weniger als 24 Stunden?
O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)
O Nein

22. Sind lhre Halsschlagadern in den letzten zwei Jahren operiert oder mittels
Katheter aufgedehnt?
O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)
O Nein

23. Sind |hre Becken- oder Beinschlagadern in den letzten zwei Jahren mittels
Bypass operiert oder aufgedehnt worden (dies umfasst keine Krampfadern-OP)?
O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)
O Nein

24.1st bei Ihnen in den letzten zwei Jahren eine bésartige Tumorerkrankung oder
eine chronische Entziindungserkrankung, etwa eine chronische Darmentziindung
oder eine chronische Leberentziindung diagnostiziert worden?
O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)
O Nein

25. Hatten Sie in den letzten fiinf Tagen einen akuten Infekt?
O Ja, ohne Fieber >38,5°C  Details



O Ja, mit Fieber >38,5°C Details
O Nein

26.Haben Sie in den letzten zwei Jahren geraucht?
O Ja
O Nein (weiter mit Frage 29)

27. Rauchen Sie aktuell?
O Ja (weiter mit Frage 29)
O Nein

28. Wann haben Sie die letzte Zigarette geraucht?

29. Ist bei lhnen in den letzten zwei Jahren ein Diabetes mellitus diagnostiziert
worden?
O Ja
O Nein (weiter mit Frage 31)
30. Wie ist der Diabetes mellitus behandelt?
O Insulin
O blutzuckersenkende Tabletten
O Diat
31. An wie vielen Tagen der Woche betatigen Sie sich mind. 30 min sportlich in
einem Ausmal3, dal? Sie ins Schwitzen kommen? (falls ,,0“, weiter Frage 33a)

32. Welche Sportarten betrieben Sie hierbei mindestens einmal die Woche?
32a. Wie viele Stunden taglich schauen Sie unter der Woche (werktags, Mo-Fr) fern?
32b. Wie viele Stunden taglich schauen Sie am Wochenende (Sa-So) fern?

33a. Waren Sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme lber mindestens acht Stunden
nidchtern (ntchtern schliet Nahrung und Kaffee aus)?
O Ja
O Nein
33b. Wenn Sie das letzte Jahr betrachten, wieviele Glaser Alkohol haben Sie
durchschnittlich pro Woche, also von Montag bis Sonntag, getrunken? Wir betrachten
0,35 | Bier, 0,120 | (ein “Achtel”) Wein oder 45 ml Spirituosen als ein Glas Alkohol.




Gesamt
Bier
Rotwein
WeilRwein
Spirituosen

__ Glaser
__ Glaser
__ Glaser
__ Glaser
__ Glaser

34. Nehmen Sie regelmafiig (seit mindestens 14 Tagen taglich) oder gelegentlich

(mindestens einmal in den letzten 14 Tagen) Medikamente oder Hormonpraparate

wie die Pille ein?
0O Ja
O Nein

35. Wie heil3en diese Medikamente oder Hormonpréaparate?

36. Mit wem dirfen wir in einem, drei und funf Jahren telefonischen Kontakt

aufnehmen, um uns nach Ihrem Gesundheitszustand zu erkundigen?

Mit Angehdrigen O

@)

Mit Hausarzt @]

O

Ja Name

Telefonnummer

Nein
Ja Name

Telefonnummer

Nein

37. Hatten Sie jemals einen Knochenbruch?

Detail (Wo, Warum ; Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden..)?

38.  War die 24 h Urinsammlung komplett?

Gewicht Gemessen!
Huft- Taillienumfang
Hautfalten _ mm Triceps _ mm Biceps __ mm Suprailiacal __ mm

Subskapular __ mm

Umfang Oberarm __ cm

EKG




Blutdruck bds nach 5 min Sitzen
Re /

Raum verlassen!

Ilmin [/
2min [/
3min [/
A4mn _ [
5 min /




5.4 Fragebogen Follow-up (telefonisch)

Sehr geehrte Frau / Herr,

mein Name XXX, ich bin Mitarbeiter des Universitatsklinikums des Saarlandes.

Im Jahr 20 __ haben Sie sich in ambulanter Behandlung der Nieren- und
Hochdruckambulanz des Universitatsklinikums Homburg befunden.
Freundlicherweise erlaubten Sie damals gegeniber unserer Mitarbeiterin Frau
Herath / Weihrauch, dass wir Sie nach zwei Jahren erneut kontaktieren dirfen, um
Ihnen telefonisch einige Fragen zu lhrem Gesundheitszustand zu stellen. Haben Sie
jetzt Zeit, gemeinsam mit mir diese Fragen zu beantworten?

Das ist sehr freundlich von lhnen.

1. Hatten Sie in den letzten 24 Monaten, also seit dem _ / /20 einen
(erneuten) Herzinfarkt?
O Ja, am
O Nein

la.In welchem Krankenhaus erfolgte die stationdre Behandlung?

2. Hatten Sie in den letzten 24 Monaten, also seitdem __ / /20 __ eine (erneute)
Bypass-Operation?
O Ja, am
O Nein

2a.In welchem Krankenhaus erfolgte die Operation?

3. Hatten Sie in den letzten 24 Monaten, also seit dem __ / /20 , eine
Aufdehnung von Herzkranzgefal3en mittels Herzkatheter?
O Ja, am
O Nein

3a.In welchem Krankenhaus erfolgte die Untersuchung?

4. Hatten Sie in den letzten 24 Monaten, also seit dem __ / /20 , einen



Schlaganfall mit Stérungen des Sprachzentrums, Lahmungen oder
Gefuhlsverlusten der Gliedmalien, die langer als 24 Stunden angehalten haben?
O Ja, am
O Nein
O (Nein, aber TIA am )

4a. In welchem Krankenhaus erfolgte die Behandlung?

4b. Welche Beschwerden hatten Sie im Rahmen dieses Schlaganfalles?

4c. Wie lange hielten diese Beschwerden an?

5. Sind lhre Halsschlagadern in den letzten 24 Monaten, also seitdem __ / /20
operiert oder mittels Katheter aufgedehnt?
O Ja, OP, am
O Ja, Intervention, am
O Nein

5a. In welchem Krankenhaus erfolgte die Operation oder Aufdehnung?

6. Sind lhre Becken- oder Beinschlagadern in den letzten 24 Monaten, also seit dem
| 120__ mittels Bypass operiert oder mittels Katheter aufgedehnt? (Hierbei
sind keine Operationen von ,Krampfadern“ gemeint!)

0O Ja, OP, am Art OP

O Ja, Intervention, am Art Intervention
O Nein

7. Waren sonstige Operationen an den Beinen oder Ful3en erforderlich?
O Ja, Amputation, am
O Nein

8. (21.09.2009 hinzugefiigt) Wurden Sie in den letzten 24 Monaten aufgrund einer
anderen Herzerkrankung, z B Herzschwéache mit Wassereinlagerungen in Lunge
oder Beinen, stationér aufgenommen?

O Ja, am
O Nein




8. a In welchem Krankenhaus erfolgte die stationare Behandlung?

9. (hinzugefuigt am 19.01.2010) Hatten Sie jemals einen Knochenbruch?
9.a Bitte schildern Sie uns die Umstande dieses Knochenbruches?
9.b Wo wurde dieser ambulant versorgt?

9.c Wo wurde dieser Stationar versorgt?)

10.. st bei Ihnen in den letzten zwei Jahren eine bdsartige Tumorerkrankung oder
eine chronische Entziindungserkrankung, etwa eine chronische Darmentziindung

oder eine chronische Leberentziindung diagnostiziert worden?

11. Wer betreut Sie momentan hinsichtlich Ihrer Nierenerkrankung?

Dr. in

12. Wann sind das letzte Mal die Nierenwerte (Kreatinin) bestimmt worden?

. .201
13. Wer hat diese BE durchgefihrt?
Dr. in

(nur falls kein Nephrologe) Wir wirden uns freuen, in den nachsten Wochen
nochmals eine nierenfachérztliche Kontrolle bei Ihnen durchfiihren zu lassen. Sind
Sie damit einverstanden? Wir konnten direkt einen Termin vereinbaren...)

Vielen Dank fir lhre freundliche Mitarbeit. Sofern Sie einverstanden sind, mdchten

wir Sie gerne in den nachsten Jahren noch einmal kontaktieren.
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