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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

S-Adenosylhomocystein (SAH)- Ein neuer nicht-traditioneller

kardiovaskularer Risikofaktor bei chronischer Nierenerkrankung?

Hintergrund: Chronisch nierenkranke Patienten sind eine kardiovaskulare Hochrisikogruppe.
Es wird postuliert, dass Storungen im ,,Ein-Kohlenstoff-Metabolismus* (C1-Metabolismus),
welcher Homocystein, S-Adenosylhomocystein (SAH) und S-Adenosylmethionin (SAM)
umfasst, zum kardiovaskuldren Risiko nierenkranker Menschen beitragen kdnnten. Bisherige
Untersuchungen fokussierten auf Plasma-Homocystein, dessen Senkung mittels Vitamin B6,
Vitamin B12 und Fols&ure jedoch keinen klinischen Benefit in Interventionsstudien erbrachte.
Rezente Studien suggerieren, dass Plasma-SAH einen pathogenetisch relevanteren
kardiovaskularen Risikofaktor als Plasma-Homocystein darstellt. In der prospektiven CARE
FOR HOMe Studie sollte daher tberprift werden,

(1) inwieweit Plasma-SAH bei chronischer Nierenerkrankung akkumuliert und

(2) ob Plasma-SAH stérker als Plasma-Homocystein mit pravalenten kardiovaskularen

Erkrankungen bei nierenkranken Menschen assoziiert ist.

Methodik: Im Zeitraum von Februar 2012 bis April 2013 wurden 297 chronisch nierenkranke
Patienten aller K/DOQI Stadien im Rahmen der CARE FOR HOMe Studie untersucht und
Blutproben zur Analyse der C1-Metabolite (Homocystein, SAH und SAM) entnommen. Die
Bestimmung von Plasma-SAM und Plasma-SAH erfolgte mittels des Waters 2795 Alliance
HT HPLC Systems gekoppelt an das Quattro Micro APl Tandem Massenspektrometer (\Waters
Corporation, Milford, Connecticut, USA). Plasma-Homocystein wurde mittels eines
Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassays auf dem Abbott AxXSym System bestimmt (Abbott
Laboratories, North Chicago, Illinois, USA). Die Bestimmung der Nierenfunktion erfolgte als
geschitzte (,estimated) glomeruldre Filtrationsrate (eGFR) gemaR der auf Kreatinin-
basierten CKD-EPI Gleichung.

Ergebnisse: Mit fallender glomerulérer Filtrationsrate steigen die Plasmakonzentrationen der
C1-Metabolite signifikant an, wobei sich ein starkerer Anstieg von Plasma-SAH (r = 0,497)
als von Plasma-Homocystein (r = 0,424) zeigt. Der SAM / SAH Quotient nimmt mit fallender
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glomerulérer Filtrationsrate ab. Erwartungsgemal korrelieren die C1-Metabolite
untereinander, sowie mit weiteren Markern der chronischen Nierenerkrankung (z.B. mit dem
Plasma-Phosphat oder mit der Albuminurie).

Patienten mit pravalenten kardiovaskularen Erkrankungen weisen ein hoheres Plasma-SAH
auf als Kkardiovaskular gesunde Patienten (p = 0,007), obgleich in logistischer
Regressionsanalyse Plasma-SAH keinen unabhangigen Pradiktor pravalenter kardiovaskularer

Erkrankungen darstellt.

Diskussion: Plasma-SAH akkumuliert bei chronisch nierenkranken Menschen starker als
Plasma-Homocystein. Weitere epidemiologische und experimentelle Studien sollten
Uberprifen, ob eine Erhéhung von Plasma-SAH einen neuen nicht-traditionellen
kardiovaskularen Risikofaktor darstellt. Da Folsaure und Vitamin B12 Plasma-SAH — anders
als Plasma-Homocystein — nicht senken, missten nachfolgend alternative Therapiestrategien

zur Senkung von Plasma-SAH entwickelt werden.



Summary

2. Summary

S-adenosylhomocysteine- a novel non-traditional cardiovascular risk factor

in chronic kidney disease?

Background: Patients suffering from chronic kidney disease exhibit high cardiovascular
morbidity and mortality. It has been postulated that a disturbed C1-metabolism, which
comprises homocysteine, S-adenosylhomocysteine (SAH) und S-adenosylmethionine (SAM),
may contribute to this high cardiovascular risk burden.
Earlier studies focused on plasma homocysteine; however, in interventional trials, lowering
plasma homocysteine via supplementation of vitamin B6, vitamin B12 and folic acid did not
beneficially affect cardiovascular event rate. Subsequently, plasma SAH rather than plasma
homocysteine has been postulated as the real culprit in the pathogenesis of cardiovascular
disease.
Against this background, we aimed to investigate in a prospective epidemiological study

(1) to which degree plasma SAH accumulates in chronic kidney disease and

(2) whether plasma SAH, compared to plasma homocysteine, is associated more strongly

with prevalent cardiovascular events.

Methods: From February 2012 until April 2013, we assessed plasma homocysteine, plasma
SAM and plasma SAH concentrations among 297 patients suffering from chronic kidney
disease (K/DOQI stages G1 - G5), who participated in our ongoing CARE FOR HOMe study.
Plasma SAM und SAH was analysed using a Waters 2795 alliance HT, coupled to a Quattro
micro APl tandem mass spectrometer (Waters Corporation, Milford, Connecticut, USA).
Homocysteine was assessed by using a fluorescence polarization immunoassay on the Abbott
AxSym system (Abbott Laboratories, North Chicago, Illinois, USA). Kidney function was
determined as estimated glomerular filtration rate (eGFR), using the creatinine based CKD-

EPI equation.

Results: With declining renal function, plasma homocysteine, plasma SAM and plasma SAH
increased significantly. eGFR correlated more strongly with plasma SAH (r = 0.497) than
with plasma homocysteine (r = 0.424). The SAM / SAH ratio decreased with declining renal
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function. As expected, C1 metabolites are strongly intercorrelated, and they are correlated
with other markers of chronic kidney disease (e.g. with plasma phosphate and albuminuria).
Patients with prevalent cardiovascular disease had higher plasma SAH than patients without
prevalent cardiovascular disease (p = 0.007). Nevertheless, plasma SAH did not

independently predict prevalent cardiovascular disease in logistic regression analysis.

Discussion: In chronic kidney disease, plasma SAH accumulates to a higher degree than
plasma homocysteine. Further epidemiological and experimental studies are necessary to
examine if an increase of plasma SAH represents a novel non-traditional cardiovascular risk
factor. Folic acid, vitamin B6 and vitamin B12, which lower plasma homocysteine, do not
decrease plasma SAH. Therefore alternative therapeutic strategies to lower plasma SAH

remain to be defined.



Einleitung

3. Einleitung

3.1 Epidemiologie der chronischen Nierenerkrankung

Die chronische Nierenerkrankung hat sich im Laufe der letzten Jahre zu einem weltweit
wachsenden Gesundheitsproblem entwickelt, da die Pravalenz chronisch nierenkranker
Menschen stetig ansteigt und mittlerweile bei 8 — 16 % liegt (61). Wird gemal der rezenten
Definition der Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) aus dem Jahr 2013 die
chronische Nierenerkrankung (,,chronic kidney disease®; CKD) als Vorliegen -eines
morphologischen bzw. funktionellen Nierenschadens oder einer glomeruléren Filtrationsrate
(GFR) < 60 ml/min/1,73 mz2 definiert, welche Gber mindestens drei Monate besteht, weisen in
westlichen Industrienationen etwa 10 % aller Erwachsener eine CKD auf (29).

So erbrachten die reprasentativen National Health and Nutrition Examination Surveys, welche
von 1988 - 1994 und 1999 - 2004 Daten von insgesamt 28 721 US-Amerikanern analysierten,
einen Anstieg der Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung von 10,0 % auf 13,1 % unter
allen erwachsenen Einwohnern der Vereinigten Staaten von Amerika (21); in der ebenfalls
reprasentativen norwegischen Health Survey of Nord-Trondelag County (HUNT II), welche
von 1995 - 1997 65 181 Norwegern untersuchte, betrug die Prdvalenz der chronischen
Nierenerkrankung 10,2 % in der norwegischen Allgemeinbevolkerung (43).
Interessanterweise wurde 2008 in einer (semi-reprasentativen) epidemiologischen Studie im
Saarland eine Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung von gar 17,4 % unter 9806
teilnehmenden Personen der Altersgruppe von 50 - 74 Jahren berichtet (152).

In Einklang hiermit imponieren als haufigste Ursachen der chronischen Nierenerkrankung mit
Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie hochpravalente Zivilisationserkrankungen
westlicher Industrienationen, wahrend eigenstandige nephrologische Erkrankungen wie
Glomerulonephritiden, tubulointerstitelle Erkrankungen und zystische Nierenerkrankungen

eine geringere Pravalenz aufweisen (22).

3.2 Kardiovaskulare Erkrankungen bei chronisch nierenkranken Menschen

Obgleich die traditionelle nephrologische Betreuung von chronisch nierenkranken Menschen

vor allem auf die Verhinderung der Progression der CKD bis hin zur Dialysepflichtigkeit
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fokussiert, konnte epidemiologisch aufgezeigt werden, dass die betroffenen Patienten ein weit
hoheres Risiko aufweisen, ein fatales kardiovaskuléres Ereignis zu erleiden, als eine terminale
Niereninsuffizienz mit Dialysepflichtigkeit zu entwickeln (35,68). In Einklang damit weisen
zahlreiche weitere prospektive Kohortenstudien bei chronisch nierenkranken Menschen auf
eine deutliche Zunahme kardiovaskularer Komplikationen mit abnehmender glomerulérer
Filtrationsrate hin: So untersuchten Go und Mitarbeiter (38) in den Jahren 1996 — 2000

1 120 295 US-Amerikaner aus der Allgemeinbevélkerung und erkannten einen unabhéngigen
Zusammenhang zwischen einer niedrigeren glomeruldren Filtrationsrate bei Studienbeginn
und einem erhohten Risiko fir das Auftreten kardiovaskularer  Ereignisse,
Krankenhausaufnahmen und Todesfalle.

Der jahrliche Datenreport des US Renal Data System (USRDS) aus dem Jahr 2008 weist eine
zunehmende Inzidenz und Mortalitatsrate des akuten Myokardinfarkts mit fortgeschrittenen
Stadien der chronischen Nierenerkrankung auf (20). Auch die kardiale Dekompensation ist
unter chronisch nierenkranken Menschen deutlich h&ufiger anzutreffen als in der
Allgemeinbevolkerung (5), wobei sie ein flihrendes kardiovaskuldres Ereignis unter chronisch
nierenerkranken Menschen ist (19). Dariiber hinaus konnte bei chronisch nierenkranken
Menschen eine erhohte Inzidenz flr zerebrale Insulte (74,115), Vorhofflimmern (39,67,144),
peripher-arterielle \erschlusserkrankung (102,103) und plo6tzliche Herztodesfalle (51-53)
erkannt werden.

Auch in der Saarlandischen ESTHER Studie besteht eine deutliche Assoziation zwischen
chronischer Nierenerkrankung und kardiovaskularen Erkrankungen (152).

Daher betrachtet man chronisch nierenkranke Menschen heute als kardiovaskuldre
Hochrisikogruppe, die spezielle Aufmerksamkeit in Diagnostik und Behandlung benétigen
(65,76). Dies veranlasste 2003 die American Heart Association (110) erstmals eine
verminderte glomeruldre Filtrationsrate und eine Mikroalbuminurie als unabhéngige

Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen zu definieren.

3.3 Akzelerierte Arteriosklerose als Grundlage kardiovaskularer Ereignisse

bei nierenkranken Menschen

Pathophysiologische Grundlage dieser erhdhten kardiovaskuldren Komorbiditat chronisch
nierenkranker Menschen ist vor allem eine vorzeitige Arteriosklerose, welche in den

betroffenen Arterien sowohl als Verdickung und Kalzifikation der Mediaschicht (82) als auch
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als Erkrankung der Intima mit groReren Plaqueablagerungen und nachfolgender
Lumeneinengung (,,Atherosklerose) auftreten kann (64,128). Pathophysiologische
Folgeerkrankung der Mediaverkalkung sind erhdhte kardiale Nachlast mit konsekutiver
linksventrikularer Hypertrophie, wéhrend die Atherosklerose akute Myokardinfarkte und
zerebrale Insulte induzieren kann (83).

In der nierengesunden Allgemeinbevolkerung konnte die Framingham Heart Study als erste
grolRe Kohortenstudie epidemiologische Risikofaktoren fur das Auftreten arteriosklerotischer
GefaBverdanderungen und fiir die konsekutiven kardiovaskuléren Ereignisse erkennen, welche
heute als traditionelle Risikofaktoren bezeichnet werden: hoheres Alter, Diabetes mellitus,
arterielle  Hypertonie, Nikotinabusus, Hyper-LDL-Cholesterindmie und Hypo-HDL-
Cholesterindmie (66). Anders als in der Allgemeinbevolkerung erklaren diese traditionellen
Risikofaktoren jedoch bei nierenkranken Menschen nicht hinreichend die deutlich
beschleunigte Arteriosklerosebildung (54). Vielmehr tragen bei nierenkranken Menschen
wesentlich sogenannte nicht-traditionelle Risikofaktoren zu GeféalRerkrankungen bei, welche
neben Stérungen im Calcium- / Phosphathaushalt (7,41), oxidativem Stress (55), vaskularer
Mikroinflammation (2) und einer CKD-spezifischen Dyslipidamie vor allem einen gestdrten
Metabolismus von Homocystein und anderen Komponenten des ,,Ein-Kohlenstoff (C1)-
Metabolismus umfasst (11,89), auf welche diese Dissertationsschrift fokussiert.

3.4 Der ..Ein-Kohlenstoff-Metabolismus* (C1-Metabolismus)

Homocystein, S-Adenosylmethionin (SAM) und S-Adenosylhomocystein (SAH) stellen
zentrale Komponenten des C1-Metabolismus dar, welcher neben zahlreichen
Methylierungsreaktionen auch die DNA-Methylierung steuert und somit eine erhebliche
Bedeutung in der epigenetischen Regulation des menschlichen Organismus hat. Als
wesentlicher Methylgruppendonator fir alle Methylierungsreaktionen entsteht SAM durch die
Aktivierung von Methionin durch Adenosintriphosphat (ATP). Nach der Ubertragung seiner
Methylgruppe entsteht aus SAM das SAH, welches ein starker Inhibitor verschiedenster
Methyltransferasen ist. SAH seinerseits kann durch die SAH-Hydrolase zu Homocystein
umgewandelt werden. Dieser Reaktionsweg steht allerdings im Gleichgewicht und ist daher
reversibel, sodass es bei einer Akkumulation von Homocystein auch zu einer Anhdufung von
SAH kommt, was wiederum zu einer Inhibition der Methyltransferasen flhrt.

Homocystein kann entweder in einer Vitamin B6-abhéngigen Transsulfurierungsreaktion
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irreversibel zu Glutathion abgebaut, oder (ber einen Betain-, Vitamin B12- und Fols&ure-

abhangigen Reaktionsweg zu Methionin remethyliert werden (Abbildung 1).

3.5 Rolle der Hyperhomocysteinamie

Der Normalbereich von Homocystein im Plasma liegt bei etwa 10 pmol/l (99). Als milde bis
moderate Hyperhomocysteindmie definierte Maron und Mitarbeiter 2006 und 2009
Homocysteinkonzentrationen von 31 - 100 pmol/l, als schwere Hyperhomocysteindmie
Konzentrationen von > 100 umol/I (91,92).

In der Allgemeinbevolkerung findet sich eine Préavalenz der Hyperhomocysteindmie von

5 - 10 % (106), in der alteren Bevolkerung von 30 - 40 % (114) und bei chronisch
nierenkranken Menschen sogar eine Prdvalenz von 85 - 100 % (126). Einer
Hyperhomocysteinamie kdnnen neben der chronischen Nierenerkrankung weitere Ursachen
zugrunde liegen: Einerseits haben Manner und Frauen nach der Menopause hohere
Homocysteinkonzentrationen als junge Frauen. Weiterhin konnen Nikotin- und
Koffeinkonsum, ein Mangel an Folséure, Vitamin B12 oder Vitamin B6 sowie Mutationen
(C677T Mutation in der Methyl-Tetrahydrofolat-Reduktase) und Defekte (Cystathionin -
Synthase, Methioninsynthase, Methyl-Tetrahydrofolat-Homocystein-Methyl-Transferase) der

Enzyme im Methioninstoffwechsel eine Hyperhomocysteinamie induzieren (42).
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Abbildung 1: Ubersicht Gber den C1-Metabolismus, H,S = Schwefelwasserstoff, THF = Tetrahydrofolsdure, MS = Methioninsynthase.
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3.6 Hyperhomocysteindmie und kardiovaskuldre Erkrankungen

Der Zusammenhang zwischen einer Hyperhomocysteindmie und vaskuldren Erkrankungen
wurde erstmals 1969 von McCully bei einem Patienten beschrieben, der einen angeborenen
Defekt im Homocysteinstoffwechsel (,,Homocystinurie*) aufwies (94). Diese Homocystinurie
ist mit massiv erhohten Homocysteinwerten und mit frihzeitigen kardiovaskularen
Ereignissen aufgrund einer sehr aggressiven Arteriosklerose assoziiert (94).

In den folgenden Jahrzehnten konnten zahlreiche klinische Studien diesen Zusammenhang
zwischen Hyperhomocysteindmie und kardiovaskuldaren Erkrankungen, wie Schlaganfallen
(104), peripher-arterieller Verschlusskrankheit (13), koronarer Herzerkrankung (62,88) oder
linksventrikularer Myokardinsuffizienz (137) auch in der Allgemeinbevélkerung und somit
bei Menschen mit weniger prominent erhthten Homocysteinwerten bestétigen.

Sowohl die kausale Bedeutung von Homocystein in der Arteriosklerose- / und
Atherosklerosebildung als auch die genauen zugrundeliegenden pathophysiologischen
Signalkaskaden sind jedoch umstritten. Experimentelle Daten weisen allerdings darauf hin,
dass Homocystein zu einem Endothelschaden beitragt (45,139), die LDL-Oxidation im Blut
erhoht (47), die Thromboxan-vermittelte Plattchenaggregation steigert (25), die Aktivierung
von Thrombomodulin und von Protein C auf der Zelloberflaiche verhindert (75), die
Lipoprotein a-Fibrin Bindung verstarkt (46) und die Proliferation der glatten
Gefallmuskelzellen fordert (131).

Trotz dieser experimentellen Daten wird dennoch die Theorie, dass die
Hyperhomocysteindmie als direkte Ursache einer arteriosklerotischen Erkrankung anzusehen
ist, in den letzten Jahren kontrovers diskutiert. So konnte in klinischen Studien durch
Vitaminsubstitution von Vitamin B12, Vitamin B6 und Folsdure zwar das Plasma-
Homocystein deutlich gesenkt werden, eine Risikoreduktion im Bezug auf kardiovaskulére
Ereignisse wurde dadurch allerdings nicht erreicht (9,129).

Interessanterweise kann durch eine solche Vitaminsubstitution das Plasma-SAH nicht gesenkt
werden (50). Daher wird in rezenten Arbeiten postuliert, dass SAH - anders als Homocystein -
eine kausale Bedeutung bei kardiovaskularen Erkrankungen aufweisen konnte, zumal SAH
und nicht Homocystein der direkte Inhibitor von Methylierungsreaktionen ist. In Einklang
damit haben Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen neben erh6htem Plasma-
Homocystein auch erhéhtes Plasma-SAH (16,138).
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3.7 Plasma-Homocystein, Plasma-SAH und Plasma-SAM bei chronisch

nierenkranken Menschen

Nachdem bei chronisch nierenkranken Menschen seit vielen Jahren eine sehr hohe Pravalenz
einer milden bis moderaten Hyperhomocysteindmie (17,125) bekannt ist, welche auf eine
Akkumulation toxischer Inhibitoren des Methioninstoffwechsels, auf eine verminderte renale
Exkretion oder auf Stérungen des Folsaurehaushalts sowie des Vitamin B6 und Vitamin B12
Haushalts zurickgefuhrt werden konnten (125), wurde erst 2005 von einer hohen
Akkumulation des SAHs bei nierenkranken Menschen berichtet, welche die Akkumulation
von Homocystein gar Gbertrifft (59). Darlber hinaus konnte die Niere als
Hauptausscheidungs- und Regulationsorgan von SAH identifiziert werden (36).

Die vorliegenden Studiendaten zur Akkumulation von SAH basieren jedoch nur auf sehr
kleinen Kohorten von héchstens 23 Teilnehmern (59).

Daher soll die vorgelegte Dissertationsschrift erstmals den Zusammenhang zwischen
Nierenfunktion, Arteriosklerosebildung und dem C1-Metabolismus in einer grofieren Kohorte
chronisch nierenkranker Patienten untersuchen.

Wir stellen die Hypothesen auf, dass es mit progredienter chronischer Nierenerkrankung zu
einem prominenteren Anstieg von SAH als von Homocystein kommt und, dass chronisch
nierenkranke Patienten mit arteriosklerotischer Geféallerkrankung hoheres Plasma-SAH

aufweisen.
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4. Material und Methoden

4.1 Patienten

Im Rahmen der vorgelegten Promotionsarbeit wurden im Zeitraum vom 01.03.2012 bis
28.02.2013 297 chronisch nierenkranke Patienten untersucht. Alle Patienten waren
Teilnehmer der fortlaufenden CARE FOR HOMe Studie der Klinik fir Innere Medizin V-
Nieren- und Hochdruckkrankheiten des Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg,
die sich im Rahmen einer elektiven Nachuntersuchung in der Ambulanz der Klinik fir Innere
Medizin IV vorstellten. Alle Patienten wurden am Vortag der Nachuntersuchung telefonisch

uber den Untersuchungsablauf informiert und gebeten, sich nlichtern vorzustellen.

4.2 CARE FOR HOMe Studie

Die CARE FOR HOMe Studie rekrutierte tber einen Zeitraum von drei Jahren (September
2009 bis Oktober 2012) 444 chronisch nierenkranke Patienten im CKD (,,chronic kidney
disease®; chronische Nierenerkrankung) Stadium II bis IV nach K/DOQI (kidney dialysis
outcome initiative) Klassifikation.

Die initiale Patientenrekrutierung erfolgte zwischen 2009 und 2012 im Rahmen
eigenstandiger Promotionsarbeiten; Details zu den Einschlussuntersuchungen sind ausfihrlich
in drei Dissertationsschriften dargestellt worden (30,49,140).

Das zugrundeliegende Untersuchungsprotokoll wurde von der Ethikkommission der
Arztekammer des Saarlandes gepriift und genehmigt. Alle Patienten gaben bei
Studieneinschluss ihr schriftliches Einverstandnis.

Das Studienprotokoll der CARE FOR HOMe Studie sah (ber einen Funfjahres-Zeitraum
jahrliche Kontrolluntersuchungen zur Evaluation immunologischer und Klinischer
Progressionsfaktoren der chronischen Nierenerkrankung vor.

Patienten, die sich aufgrund einer Komorbiditat oder aufgrund eines Wohnortswechsels nicht
mehr personlich in der Ambulanz fur Innere Medizin IV vorstellen konnten, wurden einmal
jahrlich  telefonisch mit einem standardisierten Fragebogen zu ihrem aktuellen

Gesundheitszustand befragt; zudem wurden ebenfalls einmal j&hrlich aktuelle Arztbriefe und
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Laborwerte von den behandelnden Arzten angefordert. Bei allen Patienten, die nach initialem
Studieneinschluss dialysepflichtig wurden, erfolgten ebenso telefonisch Kontaktaufnahmen

mit den Patienten selbst und zusatzlich mit ihren behandelnden Nephrologen.

4.2.1 Einschlusskriterien

In die CARE FOR HOMe Studie initial eingeschlossen wurden chronisch nierenkranke
Patienten der Stadien 1l bis IV nach K/DOQI. Zur Quantifizierung der exokrinen
Nierenfunktion erfolgte eine Abschdtzung der glomeruldren Filtrationsrate (,,estimated
glomerular filtration rate”; eGFR) nach der Kreatinin-basierten CKD-EPI Gleichung, in die

neben dem Serum-Kreatinin die Variablen Geschlecht, Ethnizitat und Alter eingehen.

Da die Definition einer CKD im Stadium K/DOQI Il neben einer eGFR von 60 - 90
ml/min/1,73 m2 den Nachweis einer chronischen Nierenschadigung erfordert, wurde als
Einschlusskriterium flr Patienten mit einer eGFR von 60 - 90 ml/min/1,73 m2 das Vorliegen
einer Proteinurie groRer 300 mg/g, einer Albuminurie grofer 17 mg/g (bei Mannern)
respektive 25 mg/g (bei Frauen), einer persistierenden glomeruldaren Hamaturie, eines
erhdhten Plasma-Cystatin Cs (> 1,05 mg/l), eines erhdhten Plasma-Kreatinins (> 1,2 mg/dl
[bei Mannern] respektive > 0,9 mg/dl [bei Frauen]), einer bioptisch gesicherten

Nierenerkrankung und / oder einer Tubulopathie verlangt.

4.2.2 Ausschlusskriterien

Als Ausschlusskriterien bei Studienbeginn waren definiert:

» das Vorliegen einer chronischen Nierenerkrankung im Stadium | (eGFR > 90
ml/min/1,73 m?) oder V (eGFR < 15 ml/min/1,73 m?)

» die Einnahme einer systemischen immunsuppressiven Medikation

» das Vorliegen eine HIV Infektion, eines klinisch apparenten fieberhaften und / oder
antibiotikapflichtigen Infektes oder einer asymptomatischen CRP-Erhéhung > 50
mg/l

» das Vorliegen einer aktiven onkologischen hdmatologischen Systemerkrankung

» das Vorliegen eines akuten Nierenversagens (Kreatininanstieg groRer 50 % innerhalb

von 4 Wochen vor Studieneinschluss)
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4.2.3 Patientencharakteristika

\on den initial 444 in die CARE FOR HOMe Studie eingeschlossenen Patienten erschienen
297 Patienten im Untersuchungszeitraum der vorgelegten Promotionsarbeit (01.03.2012 —
31.03.2013) personlich zum jahrlichen Nachuntersuchungstermin in der nephrologischen
Ambulanz der Klinik flr Innere Medizin 1V. Von diesen 297 Patienten befanden sich 76
Patienten im ersten, 82 Patienten im zweiten, 112 Patienten im dritten, 19 Patienten im vierten
und 8 Patienten im flnften Nachuntersuchungsjahr. 31 Patienten wurden erst nach dem
01.03.2012 in die CARE FOR HOMe Studie rekrutiert, sodass die erste Nachuntersuchung
dieser Patienten friihestens am 01.04.2013 und somit auBerhalb des Untersuchungszeitraums
der vorgelegten Promotionsarbeit stattfand. Bei einem Patienten war im Jahr 2012 / 2013 der
aktuelle Wohnort unbekannt, wodurch keine telefonische Kontaktaufnahme und keine
Einbestellung zur Nachbeobachtung erfolgen konnte. 21 Patienten der CARE FOR HOMe
Studie waren vor dem 01.03.2012 verstorben.

Die ubrigen Patienten konnten aufgrund eines Wohnortwechsels oder krankheitsbedingt
(einschliellich  derjenigen Patienten, die sich in einer externen nephrologischen
Schwerpunktpraxis einer Dialysetherapie unterzogen) im Jahr 2012 / 2013 nur telefonisch

kontaktiert werden.

4.3 Studienablauf

Die Patienten wurden nach Eintreffen in der nephrologischen Ambulanz zunéchst gebeten,
eine Spontanurinprobe abzugeben, aus welcher eine Bestimmung von Albumin, Phosphor,
Kalzium, Eiweil8 und Kreatinin erfolgte.

Nach funfminltigem Sitzen wurde unter standardisierten Bedingungen eine Blutentnahme
durchgefthrt; einerseits zur Bestimmung von Routineparametern (Vitamin D, Albumin,
Phosphat, Kalzium, Cholesterin, CRP, Cystatin C, Kreatinin, HDL-Cholesterin, LDL-
Cholesterin, Triglyzeride), andererseits zur Asservierung von Plasma- / und Serumproben fir
die spatere Bestimmung von S-Adenosylmethionin, S-Adenosylhomocystein, Homocystein
sowie etwaiger weiterer Parameter. Zu diesem Zweck wurden 14,4 ml Blut in EDTA-
versetzte Entnahmerdhrchen und 9 ml Blut in Serumréhrchen entnommen.

Alle Routineparameter wurden nach standardisierter Methodik im Zentrallabor des
Uniklinikums des Saarlandes in Homburg untersucht.

(http://www.uniklinikum-saarland.de/einrichtungen/kliniken_institute/zentrallabor/referenzwerte_verfahrensliste)
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Der Patient unterzog sich im Anschluss einem 15-minltigen Fragebogeninterview zur
detaillierten Erfassung seiner kardiovaskuldren Risikofaktoren, seiner aktuellen Medikation
sowie etwaiger stattgehabter kardiovaskulérer Ereignisse.

Es folgte an beiden Armen jeweils eine einmalige Blutdruckmessung nach 10-mindtigem
Ruhen im Sitzen und — nach Verlassen des Raumes durch den Untersucher —am Arm mit dem
hoheren Blutdruckwert eine automatische Blutdruckintervallmessung in einminitigen
Abstanden uber insgesamt funf Minuten (Dinamap V100; Anandic medical systems AG/SA,
Diessenhofen, Schweiz).

Nachfolgend wurde ein Ruhe-Elektrokardiogramm geschrieben, das Koérpergewicht erfasst
und mittels geeichtem MaRband der Taillenumfang, gemessen auf Hohe des Trochanter
majores, sowie der Huftumfang, exspiratorisch am Mittelpunkt einer Verbindungslinie von
Crista iliaca und Unterrand der 12. Rippe, gemessen. Zur Komplementierung der
anthropometrischen Daten wurde der Body-Mass-Index (BMI) durch folgende Formel

bestimmt:

Body-Mass-Index (BMI) = Korpergewicht [kg] / KbérpergroRe? [m?]

4.4 Definitionen besonderer Patientencharakteristika

Als Diabetiker definierten wir Patienten mit einem Nuchtern-Blutzucker von > 126 mg/dl,
einem Spontan-Blutzucker > 200 mg/dl, einem drztlich vordiagnostizierten Diabetes mellitus
und / oder mit antidiabetischer Medikation.

Als Raucher galt derjenige Patient, der in den letzten 28 Tagen mindestens eine Zigarette

geraucht hatte.

Als Patienten mit einer positiven Familienanamnese wurden Probanden definiert, deren
Verwandte 1. Grades (Eltern oder Geschwister) vor dem Erreichen des 65. Lebensjahres einen

Myokardinfarkt oder einen ischdmischen Insult erlitten.

Als kardiovaskulares Ereignis wurden definiert:
>  eine koronararterielle Intervention (PTCA / Stent / Bypassoperation)

> eine peripher-arterielle Revaskularisation (Stent / PTA / Bypassoperation)
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»  ein stattgehabter Myokardinfarkt

» eine zerebrovaskuldre Revaskularisation (Carotis Thrombendarterektomie oder
Stentung)

> ein Apoplex mit klinischen Symptomen, die mindestens 24 Stunden persistierten

» eine nichttraumatische Amputation proximal des Ful’grundgelenkes

Alle Angaben der Patienten wurden Uber die Datenbank des Universitatsklinikums des

Saarlandes respektive durch Anfordern von Arztbriefen externer Krankenhduser validiert.

4.5 Sonographische Untersuchung

Die sonographische Untersuchung erfolgte in Riickenlage mit 30° aufgerichtetem Oberkorper
unter Verwendung eines Sequioa 512 Gerétes (Thousand Oaks, Kalifornien, USA) mit 8L5
Schallkopf.

Es wurde die Intima-Media-Dicke gemaR den Leitlinien des Mannheimer Carotid Intima-
Media-Thickness Consensus 2004 - 2006 bestimmt (130).

Dafiir wurde der Patient gebeten, auf dem Ricken liegend den Kopf um 45° zu Uberstrecken
und zur Gegenseite zu drehen. Die A. carotis communis wurde zunéchst im Querschnitt mit
dem zweidimensionalen B-Bildmodus auf beiden Seiten des Halses bis zur Bifurkation in die
A. carotis interna und die A. carotis externa im Bulbus verfolgt. Proximal der Bifurkation
wurde dann im L&ngsschnitt an definierten Stellen 1 cm, 2 cm und 3 cm nach dem Bulbus die
Intima-Media-Dicke bestimmt, welche als Struktur zwischen dem ersten und zweiten
Grenzreflex der GefaRhinterwand definiert wurde. Der erste Grenzreflex stellt hierbei die
Grenzflache zwischen Gefé&Blumen und Tunica intima der Gefdlwand dar, der zweite
Grenzreflex die Grenzflache zwischen Tunica media und Adventitia der GefaBwand.

Aus den sechs Einzelmessungen (drei Messungen auf der linken und drei auf der rechten
Seite) wurde ein Mittelwert berechnet. Innerhalb von Plaques, definiert als umschriebene
Erweiterung der Carotiswand Uber eine Ladnge von 15 mm oder als Erweiterungen, die mehr

als 0,5 mm in das Geféaltlumen hineinragten, wurde die Messung nicht durchgefthrt.
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Abbildung 2: Sonographische Darstellung der Intima-Media-Dicke

Alle sonographischen Untersuchungen wurden von maximal zwei Untersuchern durchgefiihrt.

4.6 Bestimmung von S-Adenosylmethionin (SAM), S- Adenosylhomocystein
(SAH) und Homocystein

2,7 ml des EDTA-BIutes wurden direkt auf Eis gelagert und in unmittelbarem Anschluss tuber
die hauseigene Rohrpostanlage in das Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes
geschickt.

Aus dieser Blutprobe wurden einerseits die Homocysteinwerte bestimmt. Die Kihlung des
EDTA-ROhrchens erlaubte hierbei, dass keine fehlerhaften Werte aufgrund einer méglichen
Homocysteinsynthese durch Erythrozyten entstanden. Die Quantifizierung von Homocystein
wurde mittels Zentrifugation fir zehn Minuten bei 2000 g, Fluoreszenzpolarisations-
Immunassays (FPIA) und dem Abbott AXSYM Analysegerat durchgefiihrt (Abbott
Laboratories, North Chicago, Illinois, USA).
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Andererseits erfolgte aus dieser Blutprobe die Bestimmung von SAM und SAH. Hierzu
wurde die Blutprobe zuné&chst fur zehn Minuten bei 2000 g zentrifugiert und anschlieRend 1
ml EDTA Plasma mit 100 pl 1 N Essigsdure versetzt, um eine Degradation von SAM und
SAH zu vermeiden.

AnschlieRend wurden diese Proben bis zur Messung im Mérz 2013 bei -70°C gelagert.

Die Messung von SAM und SAH erfolgte nach einer im Zentrallabor des
Universitatsklinikums des Saarlandes etablierten Methode mit Hilfe des Waters 2795 Alliance
HT HPLC Systems in Verbindung mit einem Quattro Micro APl Tandem Massenspektrometer
(Waters Corporation, Milford, Connecticut, USA) (72).

4.7 Statistik

Die elektronische Datenerfassung erfolgte mit Microsoft ® Excel. Danach wurden die Daten
zur statistischen Auswertung in die Statistik Software SPSS (Statistical Product and Service
Solutions, PASW Statistics 18, Inc; Chicago; Illinois, USA) lbertragen.

Die kategorialen Merkmale sind als Anzahl (Prozentwert) aufgefiihrt. Alle stetigen Merkmale
sind als Mittelwert + Standardabweichung [bei nicht-parametrischer Verteilung Median (25. /
75. Perzentile)] angegeben; Korrelationskoeffizienten zwischen stetigen Merkmalen wurden
nach Kendell-Tau berechnet. Der statistische Vergleich von kategorialen Merkmalen erfolgte
fur zwei unabhdngige Stichproben nach Fisher Test, bei mehr als zwei unabhdngige
Stichproben nach y? Test. Stetige Merkmalen wurden mittels T-Test flr zwei unabh&ngige
Stichproben verglichen, bei mehr als zwei Stichproben erfolgte der Vergleich mittels des
einfaktoriellen ANOVA mit Test fir linearen Trend.

SchlieRlich erfolgte eine logistische Regressionsanalyse, welche traditionelle kardiovaskulare
Risikofaktoren, Nierenfunktion und Parameter des C1-Metabolismus als unabhangige

Variablen und prévalente kardiovaskulare Erkrankungen als abhangige Variable einschloss.

Als statistisch signifikant gelten in allen angewandten statistischen Verfahren p-Werte von <
0,05.
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5. Ergebnisse

5.1 Baselinecharakteristika

Die Baselinecharakteristika der 297 teilnehmenden Patienten sind in Tabelle 1
zusammengestellt.

Insgesamt liegt der Frauenanteil bei 39,4 %, das mittlere Alter betragt 67,0 + 12,5 Jahre,
10,8 % der teilnehmenden Patienten rauchen, 35,7 % leiden an Diabetes mellitus, 32,0 % der
Patienten haben pravalente kardiovaskuléare Ereignisse.

Der mittlere Kreatininwert liegt bei 1,64 + 0,72 mg/dl und die mittlere geschatzte glomerulére
Filtrationsrate bei 44 = 19 ml/min/1,73 m2.

Stratifiziert man die Patienten nach ihrer chronischen Nierenerkrankung in die GFR
Kategorien, so l&sst sich der groRte Anteil der Patienten in die GFR Kategorie 3
einklassifizieren (92 Patienten G 3a, 79 Patienten G 3b). Acht der 297 Patienten sind bei
Baseline dialysepflichtig; von diesen Patienten konnte nicht der vollstandige Datensatz
erhoben werden.

Patienten mit weiter fortgeschrittener chronischer Niereneinschrankung weisen ein hoheres
Patientenalter, niedrigere diastolische Blutdruckwerte, einen héheren Pulsdruck, ein héheres
Plasma-Phosphat sowie eine weiter fortgeschrittene Albuminurie im Vergleich zu Patienten
mit weniger weit fortgeschrittener chronischer Niereneinschrankung auf.

Weiterhin haben Patienten mit weiter fortgeschrittener chronischer Nierenerkrankung
niedrigeres Plasma-Albumin und niedrigeres HDL-Cholesterin.

Im Vergleich zu Patienten in weniger weit fortgeschrittenen GFR Kategorien ist der Anteil der
Patienten mit pravalenten kardiovaskularen Erkrankungen in weiter fortgeschritteneren GFR

Kategorien héher, der Anteil der Raucher jedoch niedriger.
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Tabelle 1: Patientencharakteristika bei Studienbeginn, stratifiziert nach geschétzter glomerularer Filtrationsrate (eGFR).

Gesamt CKDG1/2 CKD G 3a CKD G 3b CKDG4/5ND| CKDG5D
[n =297] [n =58] [n=92] [n=79] [n =60] [n=8] P
Alter [Jahre] 67,0+125 589+121 65,0+ 11,6 716+11,0 72,4+10,0 63,0 +18,1 < 0,001
Geschlecht [weiblich] | 117 [39,4 %] 23 [39,7 %] 31 [33,7 %] 36 [45,6 %] 25 [41,7 %] 2 [25,0 %] 0,503
Raucher [ja] 32 [10,8 %] 12 [20,7 %] 11 [12,0 %] 45,1 %] 46,7 %] 1[12,5 %] 0,044
Familidare vorzeitige
VD [ia] 61 [20,5 %] 12 [20,7 %] 21 [22,8 %] 15 [19,0 %] 8 [13,3 %] 5 [62,5 %] 0,027
CVD [pravalent] 95 [32,0 %] 10 [17,2 %] 25 [27,2 %] 32 [40,5 %] 23 [38,3 %] 5 [62,5 %] 0,007
Diabetes mellitus [ja] | 106 [35,7 %] 20 [34,5 %] 30 [32,6 %] 28 [35,4 %] 25 [41,7 %] 3[37,5 %] 0,850
BMI [kg/mz] 30,6 +5,6 30,6 +5,9 30,8 +6,3 30,5+4)9 30,2+5,1 * 0,606
Haftumfang [cm] 106,9 + 13,4 105,9+12)9 107,7 +15,8 107,6 +11,8 105,8 + 12,2 * 0,901
Taillenumfang [cm] 101,8 + 14,7 99,9+ 15,2 103,0 +14,9 101,7 +13,8 101,9 + 15,2 * 0,655
RR sys [mmHg] 146 + 21 142 + 20 146 + 21 144 + 20 151 + 23 * 0,085
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Gesamt CKDG1/2 CKD G 3a CKD G 3b CKDG4/5ND| CKDG5D
[n=297] [n=58] [n=92] [n=79] [n =60] [n=8] P
RR dia [mmHg] 84 +11 87 + 11 86 + 11 80 + 12 81+9 * < 0,001
Pulsdruck [mmHg] 62 + 18 55+ 15 61 + 18 64 + 17 69 + 20 * < 0,001
IMT [mm] 0,84 +0,12 0,80 £ 0,13 0,84 +0,11 0,87 +0,13 0,84 +0,13 * 0,042
Albumin [g/l] 44 + 3 45+ 3 45+3 44 + 3 44 + 4 * 0,009
Phosphat [mg/dl] 3,36 + 0,67 3,07+0,58 3,18 £ 0,58 3,38 +0,58 3,90+0,70 * < 0,001
Cholesterin [mg/dl] 179,8 +41,6 186,3 + 36,4 185,4 + 44,2 170,1 + 39,0 177,6 +44,0 * 0,054
CRP [mg/l] 2,50 1,90 2,55 2,80 2,95 . 0632
[1,20; 5,45] [1,08; 3,75] [1,20; 6,03] [1,30; 5,40] [1,40; 5,98]
HDL-C [mg/dl] 53,2+16,4 55,3+ 15,8 55,8 +18,9 51,6 +15,8 49,3 +12,7 * 0,013
LDL-C [mg/dI] 102,7 £ 35,5 106,3 £ 32,1 107,3 £ 38,0 95,8 +31,7 101,4 + 38,4 * 0,143
Kreatinin [mg/dl] 1,64 +0,72 1,04 £ 0,15 1,32+0,21 1,62 £ 0,28 2,72 +0,78 * < 0,001
Triglyzeride [mg/dl] 157,6 + 84,2 167,4 +104,7 146,3 + 79,9 150,7 + 74,6 174,6 + 78,6 * 0,532

26



Ergebnisse

Gesamt CKDG1/2 CKD G 3a CKD G 3b CKDG4/5ND| CKDG5D
[n=297] [n=58] [n=92] [n=79] [n =60] [n=8] P
Vitamin D [ng/ml] 33,1+£12,0 31,4+11,2 32,4+12,0 36,1+11,7 3291127 * 0,176
eGFR CKD-EPI
_ ) 44 + 19 71+£10 52+5 38+4 21+5 * < 0,001
[mI/min/1,73 m7]
Albuminurie 0,038 0,018 0,020 0,039 0,124 . 0.001
[9/mg Kreatinin] [0,010; 0,198] | [0,007;0,011] | [0,008;0,012] [0,011; 0,018] [0,036; 0,508] '

CKD (Chronische Nierenerkrankung; ,,chronic kidney disease*) Kategorie G 1 / 2: > 60 ml/min/1,73 m?% CKD G 3a: 59,9 - 45,0 ml/min/1,73 m?;
CKD G 3b: 44,9 - 30,0 ml/min/1,73 m% CKD G 4 / 5 ND: < 30,0 ml/min/1,73 m? nicht dialysepflichtig; CKD G 5 D: < 15,0 ml/min/1,73 m?

dialysepflichtig.

CVD: kardiovaskuldre Erkrankung (,,cardiovascular disease), BMI: body mass index; RR sys / dia: systolischer / diastolischer Blutdruckwert; IMT:

Intima-Media-Dicke; CRP: C-reaktives Protein; HDL-C: high density lipoprotein-Cholesterin; LDL-C: low density lipoprotein-Cholesterin; Vitamin

D: 25-OH-Hydroxy-Vitamin D; eGFR: geschitzte (,,estimated*) glomeruldre Filtrationsrate nach Kreatinin-basierter CKD-EPI Gleichung.

Aufgefiihrt sind Mittelwert £ Standardabweichung; bei nicht-parametrischer Verteilung Median (25. / 75. Perzentile) oder Anzahl (Prozentanteil);

die statistische Analyse erfolgte durch den einfaktoriellen ANOVA mit Test fiir linearen Trend oder durch den > Test.

* diese Werte wurden nicht erfasst.
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5.2 Plasma-SAH, Plasma-SAM, Plasma-Homocystein und der

SAM / SAH Quotient

Zunachst zeigt sich erwartungsgemal, dass Plasma-SAH, Plasma-SAM und Plasma-
Homocystein deutlich miteinander korrelieren (Abbildung 3 - 5).

Die mittleren Plasma-SAH, Plasma-SAM und Plasma-Homocystein Werte liegen bei 50,14 +
36,14 nmol/l, 193,93 £ 56,88 nmol/l sowie 18,44 + 7,15 pumol/l.

Stratifiziert man das Plasma-SAH, das Plasma-SAM und das Plasma-Homocystein nach der
GFR Kategorie, so steigen die Plasmakonzentrationen mit weiter fortschreitender chronischer
Nierenerkrankung an. Der SAM / SAH Quotient nimmt mit fortschreitender chronischer
Niereneinschrankung ab (Abbildung 6 - 9).

Bei Betrachtung der eGFR als lineare Variable korreliert die glomeruldre Filtrationsrate
sowohl mit dem Plasma-SAH, als auch mit dem Plasma-SAM, dem Plasma-Homocystein und
dem SAM / SAH Quotienten. Der Korrelationskoeffizient von Plasma-SAH und der
glomeruléren Filtrationsrate ist jedoch signifikant hoher als der Korrelationskoeffizient von
Plasma-Homocystein sowie von Plasma-SAM und der glomerul&ren Filtrationsrate respektive

von SAM / SAH Quotienten mit der glomeruléren Filtrationsrate.

In Einklang mit der deutlichen Assoziation zwischen Nierenfunktion und Parametern des C1-
Metabolismus korrelieren auch Plasma-Phosphat und Albuminurie mit Plasma-SAH, Plasma-
SAM, Plasma-Homocystein und dem SAM / SAH Quotienten.

Daneben lasst sich eine signifikante Korrelation von SAM, nicht jedoch von SAH und von
Homocystein, mit dem BMI und dem CRP beobachten (Tabelle 2).

Diabetiker weisen hoheres Plasma-SAM auf als Nicht-Diabetiker (Tabelle 3).
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Abbildung 3: Korrelation zwischen Plasma-SAH und Plasma-Homocystein.
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Abbildung 4: Korrelation zwischen Plasma-SAM und Plasma-Homocystein.
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Abbildung 5: Korrelation zwischen Plasma-SAM und Plasma-SAH.
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Abbildung 6: Plasma-SAH stratifiziert nach der GFR Kategorie. Dargestellt sind Median, 25.
| 75. Perzentile, Spannweite, Ausreifler und Extremwerte. Die statistische Analyse erfolgte
durch den einfaktoriellen ANOVA mit Test fir linearen Trend.
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Abbildung 7: Plasma-SAM stratifiziert nach der GFR Kategorie. Dargestellt sind Median,
25. / 75. Perzentile, Spannweite, AusreiRer und Extremwerte. Die statistische Analyse erfolgte
durch den einfaktoriellen ANOVA mit Test fir linearen Trend.
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Abbildung 8: Plasma-Homocystein stratifiziert nach der GFR Kategorie. Dargestellt sind
Median, 25. / 75. Perzentile, Spannweite, Ausreier und Extremwerte. Die statistische
Analyse erfolgte durch den einfaktoriellen ANOVA mit Test fur linearen Trend.
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Abbildung 9: SAM / SAH Quotient stratifiziert nach der GFR Kategorie. Dargestellt sind
Median, 25. / 75. Perzentile, Spannweite, Ausreiller und Extremwerte. Die statistische

Analyse erfolgte durch den einfaktoriellen ANOVA mit Test fur linearen Trend.
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Tabelle 2: Korrelation von SAH (S-Adenosylhomocystein), SAM (S-Adenosylmethionin), Homocystein und SAM / SAH Quotienten mit

traditionellen und nicht-traditionellen kardiovaskularen Risikofaktoren und Nierenfunktionsparametern.

SAH [nmol/l] SAM [nmol/l] Homocystein [umol/l] SAM / SAH Quotient
r p R P r P r P
BMI [kg/mz] 0,036 0,368 0,165 < 0,001 0,020 0,610 0,048 0,220
RR sys [mmH(g] 0,043 0,287 0,023 0,560 0,046 0,249 0,041 0,312
RR dia [mmHg] 0,114 0,005 0,091 0,024 0,133 0,001 0,101 0,012
IMT [mm] 0,083 0,043 0,116 0,005 0,119 0,004 0,029 0,483
Phosphat [mg/dI] 0,247 <0,001 0,236 < 0,001 0,152 < 0,001 0,189 <0,001
Albumin [g/l] 0,082 0,047 0,179 < 0,001 0,044 0,288 0,004 0,916
Kalzium [mmol/l] 0,023 0,595 0,035 0,424 0,027 0,540 0,005 0,905
Cholesterin [mg/dl] 0,120 0,003 0,126 0,002 0,111 0,005 0,074 0,063
CRP [mg/1] 0,077 0,052 0,200 < 0,001 0,046 0,250 0,017 0,672
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SAH [nmol/l] SAM [nmol/l] Homocystein [umol/l] SAM / SAH Quotient
r p R p r Y r Y
Cystatin C [mg/1] 0,585 < 0,001 0,551 < 0,001 0,416 < 0,001 0,396 < 0,001
HDL-C [mg/dl] 0,152 < 0,001 0,207 < 0,001 0,084 0,037 0,073 0,068
LDL-C [mg/dI] 0,072 0,069 0,101 0,011 0,099 0,013 0,025 0,533
eGFR-CKD-EPI
) ) 0,588 < 0,001 0,497 < 0,001 0,424 < 0,001 0,442 < 0,001
[mI/min/1,73 m°]
Albuminurie
o 0,250 < 0,001 0,208 < 0,001 0,110 0,006 0,210 < 0,001
[9/mg Kreatinin]

BMI: body mass index, RR sys / dia; systolischer / diastolischer Blutdruckwert; IMT: Intima-Media-Dicke; CRP: C-reaktives Protein; HDL-C: high

density lipoprotein-Cholesterin; LDL-C: low density lipoprotein-Cholesterin; eGFR: geschitzte (,,estimated*) glomeruldre Filtrationsrate nach der

Kreatinin-basierten CKD-EPI Gleichung.

Angegeben wurden jeweils Korrelationskoeffizient (r) und Signifikanzniveau (p).
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Tabelle 3: SAH (S-Adenosylhomocystein), SAM (S-Adenosylmethionin), Homocystein und SAM / SAH Quotienten bei Rauchern versus Nicht-

Rauchern, Frauen versus Mannern und Diabetikern versus Nicht-Diabetikern.

SAH [nmol/l] SAM [nmol/l] Homocystein [pumol/l] | SAM / SAH Quotient

Ja 46,6 + 34,0 193,2 £ 69,6 17,2+5,8 57+29

Nikotin Nein 50,6 + 36,4 193,4 + 55,3 18,6 +7,3 5027
p 0,554 0,984 0,316 0,162

weiblich 46,3+ 31,0 192,4 + 54,6 175+71 53+25

Geschlecht mannlich 52,6 +39,0 194,0 + 58,5 19,0+£7,1 50+£2,9
p 0,140 0,812 0,081 0,222

Ja 52,4 + 37,2 205,5 £ 56,7 18,7+ 6,4 52+28

Diabetes mellitus Nein 489+ 355 186,7 £ 56,0 18,3+£7,5 50+27
p 0,429 0,006 0,651 0,596

Aufgefiihrt sind Mittelwert + Standardabweichung; die statistische Analyse erfolgte nach T-Test fiir unverbundene Stichproben.
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5.3 Pradiktoren pravalenter kardiovaskularer Erkrankungen

Die Wahrscheinlichkeit, ein kardiovaskulédres Ereignis zu erleiden, steigt mit hoherem Alter,

hoheren systolischen sowie niedrigeren diastolischen Blutdruckwerten, hoherem Pulsdruck,

niedrigerem Plasma-Cholesterin,

glomerularer Filtrationsrate signifikant an (Tabelle 4).

niedrigerem HDL-Cholesterin und mit

niedrigerer

Patienten mit pravalentem Diabetes mellitus und familidrer Belastung mit vorzeitigen

kardiovaskuldren Ereignissen weisen nur tendenziell hdufiger pravalente kardiovaskuldre

Erkrankungen auf als Patienten ohne prévalenten Diabetes mellitus und ohne vorzeitige

kardiovaskulére Ereignisse.

Tabelle 4: Parameter stratifiziert nach kardiovaskulares Ereignis versus kein kardiovaskuléres

Ereignis.

Kardiovaskulares Ereignis p-Wert
Ja Nein

Alter [Jahre] 72,3+9,3 64,5+ 13,0 < 0,001
Geschlecht [weiblich] 30 [31,6 %] 87 [43,1 %] 0,074
Raucher [ja] 77,4 %] 25 [12,4 %] 0,232

Familiar vorzeitige
) 23 [24,2 %] 38 [18,8 %] 0,285
CVD [ja]

Diabetes mellitus [ja] 40 [42,1 %] 66 [32,7 %] 0,121
BMI [kg/m?] 30,3+5,0 30,7+5,8 0,546
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Kardiovaskulares Ereignis p-Wert
Ja Nein
Huftumfang [cm] 105,1 + 10,8 107,8 + 14,4 0,123
Taillenumfang [cm] 102,5+ 14,8 101,5 + 14,7 0,605
RR sys [mmHg] 149 + 22 144 + 20 0,046
RR dia [mmHg] 81+ 12 85+ 11 0,003
Pulsdruck [mmHg] 69 + 18 59 +17 < 0,001
IMT [mm] 0,86 +0,12 0,83+0,12 0,076
Albumin [g/l] 44 + 3 44 + 3 0,617
Phosphat [mg/dl] 3407 3,3+0,7 0,452
Cholesterin [mg/dl] 170,2+ 42,2 184,0 + 40,7 0,009
CRP [mg/1] 3,15 [1,20; 6,33] 2,30 [1,20; 4,80] 0,735
HDL-C [mg/dI] 48,4+ 12,9 55,4 + 17,4 < 0,001
LDL-C [mg/dl] 97,6 + 36,9 105,0 + 34,7 0,100
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Kardiovaskulares Ereignis p-Wert
Ja Nein
Kreatinin [mg/dl] 1,72 £ 0,75 1,60 £ 0,70 0,183
Triglyzeride [mg/dl] 159,6 + 80,1 156,8 + 86,2 0,791
Vitamin D [ng/ml] 346+125 32,7 +11,7 0,223
eGFR CKD-EPI
) ) 40+ 19 47 £ 19 0,003
[mI/min/1,73 m?]
Albuminurie [g/mg
o 0,052 [0,012; 0,156] | 0,030 [0,080; 0,228] 0,773
Kreatinin]

CVD: kardiovaskuldre Erkrankung (,,cardiovascular disease®); BMI: body mass index; RR
sys / dia: systolischer / diastolischer Blutdruckwert; IMT: Intima-Media-Dicke; CRP: C-
reaktives Protein; HDL-C: high density lipoprotein-Cholesterin; LDL-C: low density
lipoprotein-Cholesterin; Vitamin D: 25-OH-Hydroxy-Vitamin D; eGFR: geschéatzte
(,,estimated) glomeruldre Filtrationsrate nach der auf Kreatinin-basierten CKD-EPI
Gleichung.

Aufgefiihrt sind Mittelwert = Standardabweichung (bei nicht-parametrischer Verteilung
Median [25. / 75. Perzentile]), oder Anzahl (Prozentanteil); die statistische Analyse erfolgte

nach T-Test fur zwei unabhéngige Stichproben oder nach  Fisher  Test.
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Abbildung 10: Plasma-SAH bei Patienten ohne und mit prévalenter kardiovaskularer

Erkrankung (T-Test fiir zwei unabhangige Stichproben).
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Abbildung 11: Plasma-SAM bei Patienten ohne und mit prévalenter kardiovaskularer

Erkrankung (T-Test fiir zwei unabhangige Stichproben).
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Abbildung 12: Plasma-Homocystein bei Patienten ohne und mit prévalenter kardiovaskularer
Erkrankung (T-Test fiir zwei unabhangige Stichproben).
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Abbildung 13: SAM / SAH Quotient bei Patienten ohne und mit pravalenter kardiovaskularer

Erkrankung (T-Test fiir zwei unabhangige Stichproben).

Das Plasma-SAH, das Plasma-SAM und das Plasma-Homocystein sind bei Patienten mit
pravalenten kardiovaskuldren Erkrankungen erhoht, der SAM / SAH Quotient erniedrigt

(Abbildung 10 - 13).

In logistischen Regressionsanalysen, welche traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren und
Nierenfunktion als unabhangige Variablen einschlieen, bleiben jedoch weder Plasma-SAH,
Plasma-SAM, Plasma-Homocystein, noch der SAM / SAH Quotient unabhé&ngige Prédiktoren
pravalenter kardiovaskularer Erkrankungen. Vielmehr erweist sich alleine das Alter und — in
einzelnen Modellen — Geschlecht und pravalenter Diabetes mellitus als unabhéngiger

Préadiktor (Tabelle 5 - 8).
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Tabelle 5: Logistisches Regressionsmodell. Unabhéngige Variablen: Plasma-SAH, traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren und geschétzte

(,,estimated*) glomerulére Filtrationsrate (¢eGFR). Abhédngige Variable: pravalente kardiovaskuldre Erkrankungen.

p-Wert Exponent B Konfidenzintervall

SAH [nmol/l] 0,658 1,003 [0,989; 1,017]

Alter [Jahre] < 0,001 1,060 [1,029; 1,092]

Nikotin [ja] 0,862 0,919 [0,353; 2,393]

RR sys [mmHqg] 0,189 1,009 [0,996; 1,022]

LDL-C [mg/dI] 0,238 0,995 [0,987; 1,003]

Geschlecht [weiblich] 0,050 0,565 [0,320; 0,999]

Diabetes mellitus [ja] 0,905 1,036 [0,582; 1,844]
eGFR-CKD-EPI

[ml/min/L,73 m2] 0,938 1,001 [0,977; 1,026]

RR sys: systolischer Blutdruckwert; LDL-C: low density lipoprotein-Cholesterin; eGFR-CKD-EPI: geschitzte (,,estimated”) glomeruldre
Filtrationsrate nach der auf Kreatinin-basierten CKD-EPI Gleichung.
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Tabelle 6: Logistisches Regressionsmodell. Unabhangige Variablen: Plasma-SAM, traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren und geschatzte

(,,estimated*) glomerulére Filtrationsrate (¢eGFR). Abhédngige Variable: pravalente kardiovaskuldre Erkrankungen.

p-Wert Exponent B Konfidenzintervall

SAM [nmol/l] 0,234 1,004 [0,983; 1,011]

Alter [Jahre] < 0,001 1,063 [1,031; 1,096]

Nikotin [ja] 0,789 0,876 [0,332; 2,309]

RR sys [mmH(g] 0,177 1,009 [0,996; 1,022]

LDL-C [mg/dl] 0,292 0,996 [0,988; 1,004]

Geschlecht [weiblich] 0,647 1,005 [0,983; 1,027]

Diabetes mellitus [ja] 0,041 0,554 [0,314; 0,976]
eGFR-CKD-EPI

(m/min/1,73 mz] 0,943 0,979 [0,545; 1,757]

RR sys: systolischer Blutdruckwert; LDL-C: low density lipoprotein-Cholesterin; eGFR-CKD-EPI: geschéatzte (,,estimated”) glomeruldre

Filtrationsrate nach der auf Kreatinin-basierten CKD-EPI Gleichung.
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Tabelle 7: Logistisches Regressionsmodell. Unabhéngige Variablen: Plasma-Homocystein, traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren und

geschitzte (,,estimated*) glomerulére Filtrationsrate (¢GFR). Abhédngige Variable: pravalente kardiovaskuldre Erkrankungen.

p-Wert Exponent B Konfidenzintervall

Homocystein [mol/l] 0,282 1,023 [0,981; 1,067]

Alter [Jahre] < 0,001 1,055 [1,025; 1,086]

Nikotin [ja] 0,836 0,905 [0,350; 2,336]

RR sys [mmHg] 0,152 1,009 [0,997; 1,022]

LDL-C [mg/dI] 0,103 0,993 [0,986; 1,001]

Geschlecht [weiblich] 0,860 1,002 [0,983; 1,021]

Diabetes mellitus [ja] 0,042 0,563 [0,324; 0,980]
eGFR-CKD-EPI

(mi/min/1,73 m2] 0,776 0,922 [0,526; 1,614]

RR sys: systolischer Blutdruckwert; LDL-C: low density lipoprotein-Cholesterin; eGFR-CKD-EPI: geschitzte (,,estimated”) glomeruldre
Filtrationsrate nach der auf Kreatinin-basierten CKD-EPI Gleichung.
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Tabelle 8: Logistisches Regressionsmodell. Unabhéngige Variablen: SAM / SAH Quotient, traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren und

geschitzte (,,estimated*) glomerulére Filtrationsrate (¢GFR). Abhédngige Variable: pravalente kardiovaskuldre Erkrankungen.

p-Wert Exponent B Konfidenzintervall

SAM / SAH Quotient 0,449 0,953 [0,843; 1,079]

Alter [Jahre] <0,001 1,059 [1,028; 1,091]

Nikotin [ja] 0,911 0,947 [0,365; 2,454]

RR sys [mmHg] 0,190 1,009 [0,996; 1,022]

LDL-C [mg/dI] 0,233 0,995 [0,987; 1,003]

Geschlecht [weiblich] 0,052 0,569 [0,322; 1,004]

Diabetes mellitus [ja] 0,843 1,059 [0,598; 1,877]
eGFR-CKD-EPI

(ml/min/L.73 m2] 0,921 1,001 [0,981; 1,021]

RR sys: systolischer Blutdruckwert; LDL-C: low density lipoprotein-Cholesterin; eGFR-CKD-EPI: geschitzte (,,estimated”) glomeruldre
Filtrationsrate nach der auf Kreatinin-basierten CKD-EPI Gleichung.
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Bei 24 Patienten erfolgte eine zweimalige Bestimmung von Plasma-SAH, Plasma-SAM, sowie
Plasma-Homocystein, da bei diesen Patienten zwei Nachuntersuchungen wahrend des
Untersuchungszeitraumes  erfolgten  (eine erste  Nachuntersuchung zu Beginn des
Untersuchungszeitraumes, und eine zweite Nachuntersuchung zwolf Monate spater am Ende des
Untersuchungszeitraumes). Dies erlaubt uns, eine Aussage uber die intraindividuelle Variabilitat der

einzelnen Metabolite zu treffen. Es zeigt sich, dass alle drei Metabolite im Jahresverlauf weitgehend

stabil bleiben (Abbildung 14 — 16).
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Abbildung 14: Intraindividuelle Variabilitat des Plasma-SAHSs; 1. und 2. Messung erfolgten jeweils

im Ein-Jahres-Abstand.
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Abbildung 15: Intraindividuelle Variabilitat des Plasma-SAMs; 1. und 2. Messung erfolgen jeweils

im Ein-Jahres-Abstand.
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Abbildung 16: Intraindividuelle Variabilitat des Plasma-Homocysteins; 1. und 2. Messung erfolgte

jeweils im Ein-Jahres-Abstand.

50



Diskussion

6. Diskussion

6.1 Die chronische Nierenerkrankung als kardiovaskularer Risikofaktor

Die World Health Organization (WHO) berichtete 2005, dass ~ 35 der weltweit jahrlich ~ 58
Millionen Sterbefalle auf chronische Erkrankungen zuriickgefiihrt werden kénnen (146). Innerhalb
der chronischen Erkrankungen dominieren kardiovaskuldre Erkrankungen weit vor Malignomen
(149).

Aufgrund dieser zentralen Bedeutung kardiovaskuldarer Erkrankungen fir die Weltgesundheit
erscheint eine bessere Charakterisierung ihrer zugrundeliegenden pathophysiologischen
Mechanismen essentiell, um effektivere préventive und therapeutische Behandlungskonzepte zu
entwickeln. GroRe Kohortenstudien, wie die Framingham Studie, definierten in den letzten
Jahrzehnten zentrale Risikofaktoren fur arterioskerotische GefaRerkrankungen, welche die
quantitativ wichtigsten kardiovaskularen Erkrankungen darstellen und sich klinisch etwa als akuter
Myokardinfarkt und als ischdmischer Apoplex manifestieren kénnen (66).

Diejenigen zentralen Risikofaktoren, deren Behandlung heute Therapiestandard geworden ist —
insbesondere arterielle Hypertonie, Nikotinkonsum, Hypercholesterindmie und Diabetes mellitus —
werden als ,.traditionelle* Risikofaktoren definiert. Jedoch bleibt trotz der mittlerweile weltweiten
Propagierung einer intensivierten Therapie von Hypertonie, Hypercholesterindmie und
Hyperglykdamie (147) und trotz des wachsenden Bewusstseins der schédlichen Bedeutung des
Nikotinkonsums und der ricklaufigen Anzahl aktiver Raucher (23) zumindest in fiihrenden
Industrienationen die zentrale Bedeutung der Kkardiovaskularen Erkrankungen fir die
Weltgesundheit evident.

Daher waéchst in den letzten Jahren die Aufmerksamkeit gegeniiber ,nicht-traditionellen®
Risikofaktoren als neue Therapieziele in der Pravention und Behandlung kardiovaskularer
Erkrankungen stetig. Im Jahr 2003 definierte die American Heart Association erstmals die
chronische Nierenerkrankung als einen solchen ,,nicht-traditionellen* kardiovaskuldaren Risikofaktor
(109).

Diese Definition fullt einerseits auf medizinhistorischen Erkenntnissen, andererseits auf relativ
rezenten epidemiologischen Arbeiten. So beobachtete Bright et al zu Beginn des 19. Jahrhunderts
erstmals den Zusammenhang zwischen erhéhtem Auftreten von kardiovaskuléren Erkrankungen

und der chronischen Nierenerkrankung (14). Auch Rudolf Virchow charakterisierte nur wenige
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Jahre spiter eine enge Verbindung zwischen ,parenchymatdser Nephritis“ und

,»Zirkulationsstérungen® (77).

Mit Beginn der flachendeckenden Nierenersatztherapie in Industrienationen als Folge der
Etablierung eines flachendeckenden Netzes von Dialyseeinrichtungen, welche Menschen mit
Urdmie ein Uberleben dank Nierenersatzverfahren ermoglichten, und folglich die ausgepragte
extrarenale Komorbiditat der betroffenen Menschen offenbarte, gewann die hohe kardiovaskulare
Komorbiditdt  chronisch  nierenkranker ~ Menschen  plétzlich an  medizinischer  und
gesundheitsékonomischer Bedeutung.

Epidemiologisch zeigten erstmals Lindner et al 1974 — somit in frihen Jahren der chronischen
Dialysetherapie — an einer kleinen Fallserie von 39 Hamodialysepatienten gegentber der
Allgemeinbevolkerung eine massiv erhéhte Mortalitat und Morbiditat (78).

Ausgehend von dieser initialen Fallserie haben in den folgenden Jahrzehnten viele grole
epidemiologische Studien die Assoziation zwischen chronischer Nierenerkrankung und
kardiovaskularen Ereignissen bestatigt.

Zunachst analysierten Foley et al 1998 433 Patienten des United States Renal Data Systems und
erkannten, dass US-amerikanische Patienten mit dialysepflichtiger chronischer Nierenerkrankung
gegeniiber der Allgemeinbevolkerung eine mehr als zehnfach erhéhte kardiovaskuldre Mortalitét
aufwiesen (31). Gleiche Erkenntnisse zeigten Ergebnisse der European Renal Association—
European Dialysis and Transplant Association [ERA-EDTA] Registry mit 123 407 inzidenten
Dialysepatienten, die eine weit als zehnfach erhohte kardiovaskulare Mortalitat unter
dialysepflichtigen Patienten gegeniber der Allgemeinbevdlkerung nachwiesen (24).

Parallel konnte in den letzten Jahren in zahlreichen epidemiologischen Studien gezeigt werden, dass
bereits bei nicht dialysepflichtigen CKD Patienten eine deutlich erhdhte kardiovaskulare
Komorbiditat besteht (21). So zeigte sich etwa in grolRen, populationsbasierten Studien in Taiwan
(462 293 Teilnehmer) und in der San Francisco Bay Area / Kalifornien / USA (1 120 295
Teilnehmer), eine sinkende glomerulédre Filtrationsrate als Préadiktor vorzeitiger kardiovaskularer
Ereignisse und / oder kardiovaskularer Todesfélle (38,141).

In zwei Meta-Analysen epidemiologischer Arbeiten konnte das Chronic Kidney Disease Prognosis
Consortium in den letzten Jahren die Assoziation zwischen Nierenfunktionseinschrankung und
einem erhohten Mortalitatsrisiko bei 105 872 Teilnehmern der Allgemeinbevolkerung, sowie die
Assoziation zwischen Nierenfunktionseinschrankung und einer erhéhten Mortalitdt bei 266 975
Teilnehmern einer Hochrisikogruppe fir die Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung
nachweisen (93,135).
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In Einklang hiermit war in der vorgelegten Analyse der CARE FOR HOMe Studie ein
Zusammenhang zwischen niedrigerer glomerulérer Filtrationsrate und erhohter Pravalenz

kardiovaskul&rer Erkrankungen zu erkennen.

Von Bedeutung ist, dass die traditionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie sowie Nikotinabusus den Zusammenhang
zwischen chronischer Nierenerkrankung und kardiovaskuldren Erkrankungen nicht ausreichend
erklaren konnen (18,84,108). Auch in der CARE FOR HOMe Studie waren systolischer Blutdruck,
Diabetes mellitus und Nikotinabusus nicht unabhdngig mit pravalenten kardiovaskuldren
Erkrankungen assoziiert.

Dies unterstreicht die potentielle Bedeutung ,,nicht-traditioneller kardiovaskularer Risikofaktoren
insbesondere bei chronischer Nierenerkrankung. So wurden im Scientific Statement der American
Heart Association, welche einleitend die chronische Nierenerkrankung selbst als ,,nicht-
traditionellen”  kardiovaskuldren  Risikofaktor definiert, nachfolgend mehrere mdgliche
eigenstandige ,,nicht-traditionelle* Risikofaktoren aufgelistet, welche dem hohen kardiovaskuldren
Risikoprofil chronisch nierenkranker Menschen zugrunde liegen. Diese umfassen neben
Albuminurie, Mikroinflammation und Andmie auch die Hyperhomocysteindmie, auf welche die

vorgelegte Dissertationsschrift im Folgenden fokussiert (110).

6.2 Hyperhomocysteindmie und Atherogenese

Den Zusammenhang zwischen erhdhten Plasmahomocysteinwerten und Atherosklerosebildung
(Atherogenese) beschrieb erstmals 1969 McCully bei Menschen, die an einer Homocysteinurie
litten. Die betroffenen Kinder wiesen hochgradige Gefél3erkrankungen auf und verstarben oftmals
an Kkardiovaskularen Ereignissen (94). Die Kklassische Homocysteinurie beruht auf einer
homozygoten Mutation der Cystathion-B-Synthase, welche Homocystein transsulfuriert. Die
betroffenen Patienten weisen Homocysteinwerte im Bereich von 100 — 500 umol/l auf. Weitere
Ursachen der Homocysteinurie stellen Enzymdefekte der Methyl-Tetrahydrofolat-Reduktase
(MTHFR) oder der N5-Methyl-Tetrahydrofolat-Homocystein-S-Methyltransferase (MTR) im
Remethylierungsreaktionsweg dar. Substituiert man betroffene Patienten mit Folsdure, Vitamin B6,
Vitamin B12 und Betain, kann nicht nur der Homocysteinspiegel gesenkt werden, sondern auch das
Risiko flr kardiovaskuldre und thrombotische Ereignisse (73,98,143).

Wenige Jahre spater assoziierten Wilcken und Wilcken in einer Fall-Kontroll-Studie erstmals auch
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in der Allgemeinbevolkerung erhdhte Homocysteinwerte mit koronaren Herzerkrankungen (142).
Bereits vor zwei Jahrzehnten konnten die Befunde einzelner epidemiologischer Studien in einer
Meta-Analyse zusammengefasst werden, welche die Assoziation zwischen erhohten
Homocysteinspiegeln im Plasma und kardiovaskuldren Ereignissen bestatigte (101).

Fir die Allgemeinbevélkerung gilt seither eine milde bis moderate Hyperhomocysteindmie (12 — 99
umol/l) als Risikofaktor fiir das Auftreten eines kardiovaskuldren Ereignisses. Aufgrund dieser
Assoziationen erhoffte man, mittels Substitution von Folséure, Vitamin B6 und / oder Vitamin B12
auch bei Patienten mit milder bis moderater Hyperhomocysteindmie eine Reduktion
kardiovaskularer Ereignisse zu erreichen. Zwar konnten die Homocysteinspiegel bei den
betroffenen Patienten durch Vitaminsubstitutionen abgesenkt werden; anders als bei Menschen, die
an einer Homocysteinurie leiden, resultierte daraus allerdings leider kein kardiovaskulérer Benefit,
was in zahlreichen grol3en Interventionsstudien gezeigt werden konnte (Tabelle 9).

Patienten mit chronischer Nierenerkrankung weisen eine hohe Pravalenz fir eine milde bis
moderate Hyperhomocysteindmie auf (17). Die Daten unserer CARE FOR HOMe Studie bestétigen
dies. Der durchschnittliche Plasmahomocysteinspiegel unserer Patientenkohorte lag bei 18,44
pmol/l £ 7,15 umol/l und somit im Stadium der milden Hyperhomocysteindmie. Da diese Patienten
gleichzeitig eine Hochrisikogruppe fur ein erhdhtes Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen
reprasentieren, wurde auch in dieser Bevolkerungsgruppe eine Hyperhomocysteindmie in
epidemiologischen Studien als unabhangiger Risikofaktor fur das Auftreten von kardiovaskuléren
Ereignissen untersucht. Bostom et al definierten 1997 die Hyperhomocysteindmie bei
Dialysepatienten als unabhéngigen Pradiktor fur das Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen
(11); zu ahnlichen Erkenntnissen kam auch Jungers et al im selben Jahr an noch nicht-
dialysepflichtigen chronisch nierenkranken Patienten (63). Auch eine prospektive Studie aus dem
Jahr 1998 konnte an 167 dialysepflichtigen Patienten einen Zusammenhang zwischen
Hyperhomocysteindmie und kardiovaskuléren Ereignissen zeigen (97).

So erschien es nicht abwegig, dass selbst bei fehlendem Benefit einer Homocysteinsenkung in der
nierengesunden Allgemeinbevolkerung nierenkranke Menschen von einer Substitution mittels
Vitamin B6, B12 und / oder Folsdure profitieren konnten. Daher wurden in den letzten zwei
Jahrzehnten zahlreiche Interventionsstudien initiiert, die allerdings ebenso wie in der
nierengesunden Allgemeinbevolkerung keine Reduktion kardiovaskuldrer Ereignisse durch

Vitaminsubstitutionen erbrachten (Tabelle 10).
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Tabelle 9: Ubersicht randomisierter Interventionsstudien zur Senkung des Plasma-Homocysteins mittels Vitaminsubstitutionen (Studien mit alleinigem

Einschluss von CKD Patienten sind gesondert in Tabelle 10 aufgefiihrt).

Homocystein bei

Studie Teilnehmer | Einschlusskriterium ) Intervention priméarer Endpunkt Ergebnisse
Einschluss
stattgehabter ) kein
) ) A: 13,4 yumol/l A:25mgFS+0,4mgB12 + 25 mg B6 akuter Myokardinfarkt, .
VISP (129) n = 3680 ischdmischer klinischer
B: 13,4 pmol/l B: 20 pg FS + 6 pg B12+ 200 pg B6 Schlaganfall, Tod )
Schlaganfall Benefit
hohes préavalentes ) kein
HOPE 2 ] A: 12,2 umol/l A: 2,5 mg FS+ 1 mg B12+ 50 mg B6 akuter Myokardinfarkt, o
n =5522 kardiovaskulares klinischer
(85,86) o P:12,2 umol/l P: Placebo Schlaganfall, Tod )
Risiko Benefit
stattgehabter akuter A: 13,1 pmol/l | A:0,8 mg FS + 0,4 mg B12, + 40 mg B6 | erneuter akuter Myokardinfarkt, ei
ein
Myokardinfarkt sieben B: 12,9 umol/l B: 0,8 mg FS + 0,4 mg B12 Schlagfall, pl6tzlicher Herztod o
NORVIT (9) n=23749 ) ) klinischer
Tage und kdirzer vor C: 13,3 umol/l C:40mg B6 basierend auf einer koronaren Benefit
enefi
Einschluss P: 13,2 umol/l P: Placebo Herzerkrankung
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] ) ] o Homocystein bei ) ] ]
Studie Teilnehmer | Einschlusskriterium ) Intervention primarer Endpunkt Ergebnisse
Einschluss
akuter Myokardinfarkt,
A: 10,8 pumol/l A:0,8mgFS+0,4mgB12 + 40 mg B6 ]
Schlaganfall, kein
pravalente koronare B: 10,8 pmol/I B: 0,8 mg FS + 0,4 mg B12 o o
WENBIT (81) n=3019 Krankenhauseinweisung klinischer
Herzerkrankung C: 11,3 pmol/l C: 40 mg B6 o ) ) )
aufgrund einer instabilen Angina Benefit
P: 11,5 pumol/l P: Placebo )
pectoris, Tod
akuter Myokardinfarkt, kein
WAFACS stattgehabter akuter A: 12,1 pumol/l A:25mgFS+1mgB12 + 50 mg B6 o
n = 5442 ) Schlaganfall, koronare klinischer
(121) Myokardinfarkt P: 12,5 pmol/l P: Placebo o )
Revaskularisation, Tod Benefit
akuter Myokardinfarkt, koronare ei
ein
stattgehabter akuter A: 13,5 pmol/l A:2mgFS+1mgB12 sowie periphere o
SEARCH (3) n=6033 ) o klinischer
Myokardinfarkt P: 13,5 umol/l P: Placebo Revaskularisation, koronarer Benefit
enefi
Tod, Schlaganfall,
stattgehabter ) ]
akuter Myokardinfarkt, kein
VITATOPS Schlaganfall oder A: 14,3 pumol/l A:2mg FS+ 0,5 mg B12 + 25 mg B6 ] o
n= 8164 ] ) ) Schlaganfall, kardiovaskularer klinischer
(44) transiente ischdmische P: 12,7 pmol/l P: Placebo )
Tod Benefit
Attacke

n = Anzahl der teilnehmenden Patienten; A = Patientengruppe A; B = Patientengruppe B; C = Patientengruppe C; P = Placebo; FS = Folséure; B12 =

Vitamin B12; B6 = Vitamin B6.
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Tabelle 10: Ubersicht randomisierter Interventionsstudien zur Senkung des Plasma-Homocysteins mittels Vitaminsubstitutionen (Studien mit CKD

Patienten)
) ) o Homocystein ] ] ]
Teilnehmer Einschlusskriterium o Intervention primarer Endpunkt | Ergebnisse
bei Einschluss
Patienten = 18 Jahre, IMT-Zunahme, akuter kein
o A: 27,0 umol/I A:15mgFS Myokardinfarkt, o
ASFAST (154) n=315 Serumkreatinin = 4,52 mg/dl, Klinischer
P: 27,0 umol/I P: Placebo Schlaganfall, ]
Kreatinin Clearance < 25 ml/min . . Benefit
kardiovaskulérer Tod
US FOLIC Patienten = 21 Jahre, Plasma kein
] A: 24,0 umol/l | A: 40 mg FS + 2 mg B12 + 100 mg B6 Mortalitat jedweder o
ACID TRIAL, n = 2056 Homocystein = 15 pumol/l, klinischer
P: 24,2 pmol/l P: Placebo Ursache .
(60) Kreatinin Clearance < 30 ml/min Benefit
. akuter
Patienten = 55 Jahre, kein
A: 159 umol/l | A:2,5mgFS+1mgB12 +50 mg B6 Myokardinfarkt, o
HOPE-2 (90) n=619 eGFR < 60 ml/min/1,73 m2 mit Klinischer
P: 15,7 pumol/l P: Placebo Schlaganfall, ]
erhdhtem kardiovaskularen Risiko . . Benefit
kardiovaskulérer Tod
jedwedes ei
ein
) seit mindestens einem Monat A: 30,0 umol/l | A:5mgFS+ 6 ugB12 + 50 ug B12 kardiovaskuléres o
Heinz et al (48) n =650 ] o ) o ] klinischer
dialysepflichtige Patienten B: 28,2 umol/l | B:0,2mgFS +4 ug B12 +1 mg B6 Ereignis, Mortalitét Benefit
enefi

jedweder Ursache

n = Anzahl der teilnehmenden Patienten; A = Patientengruppe A; B = Patientengruppe B; P = Placebo; FS = Folsdure; B12 = Vitamin B12; B6 =

Vitamin B6; eGFR = geschitzte (,,estimated*) glomerulére Filtrationsrate; CKD = chronic kidney disease, (chronische Nierenerkrankung).
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6.3 Bedeutung des Homocysteinmetabolismus

Die Diskrepanz zwischen epidemiologischen Studien, die einen Zusammenhang zwischen Plasma-
Homocystein und kardiovaskuldren Ereignissen aufzeigten, und zahlreichen Interventionsstudien,
die keinerlei Benefit einer Vitaminsubstitution demonstrieren konnten, erzwingen einen detaillierten
Blick auf den C1-Metabolismus.

Eine Hyperhomocysteindmie kann prinzipiell aus zwei moglichen zugrunde liegenden Stérungen im
Metabolismus des Methioninabbaus resultieren — Verdnderungen im Transsulfurierungsstoffwechsel
oder im Remethylierungsstoffwechsel.

Auf der einen Seite kdnnen Stérungen im Transsulfurierungsstoffwechselweg vorliegen, welcher —
Vitamin B6- sowie Serin-abhangig — Homocystein irreversibel (ber die Zwischenmetabolite
Cystathionin und Cystein zu Glutathion abbaut. Dieser Stoffwechselweg ist ubiquitér lokalisiert und
wird physiologischerweise vom Organismus bevorzugt (80), da Glutathion ein wichtiges
Antioxidans darstellt. Hierbei kann es jedoch durch einen Mangel an den essentiellen Ko-Faktoren
Vitamin B6 und Serin, sowie durch Enzymdefekte der Cystathionin-B-Synthase oder der
Cystathionin-y-Lyase zu Verhinderungen im Abbau kommen. Serin ist eine nicht-essentielle
Aminosdure, die folsdureabhéngig aus Glycin entsteht.

Ein Nebenprodukt, welches im Transsulfurierungsstoffwechselweg ebenfalls anfallt, ist
Schwefelwasserstoff (H,S), welcher anti-inflammatorische, anti-oxidative sowie anti-hypertensive
Eigenschaften besitzt (1). In einer experimentellen Studie an Mausen, bei der im murinen Modell
genetisch eine Hyperhomocysteindmie induziert wurde, schiitzte eine H,S-Supplementation vor
Homocystein-induzierten renalen sowie systemischen Schéden (116). Chronisch nierenkranke
Patienten weisen erniedrigte Schwefelwasserstoffkonzentrationen auf (1,105), da die Expression
von H,S-produzierenden Enzymen in den Leukozyten im urdmischen Milieu chronisch

nierenkranker Menschen vermindert ist.

Auf der anderen Seite kann eine Hyperhomocysteindmie bei  Stérungen im
Remethylierungsstoffwechselweg auftreten. Dieser ist Vitamin B12-, Betain- und Folsdure-
abhangig und remethyliert Homocystein zur Ausgangsaminosaure Methionin. Wahrend die meisten
beteiligten Enzyme ubiquitar auftreten, wird die Betain-Homocystein-Methyltransferase (BHMT)
vor allem in der Niere und in geringerem Umfang in der Leber exprimiert.
Der Remethylierungsstoffwechselweg ist insbesondere bei verminderter Methioninaufnahme mit
der Nahrung von Bedeutung, da der Methioninbedarf des Korpers alleine Uber die
Nahrungsaufnahme gedeckt werden kann (80).
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Selhub und Miller stellten dazu die Hypothese auf, dass der Remethylierungsstoffwechselweg bei
Vitaminmangelzustdanden gestort sei, der Transsulfurierungsstoffwechselweg eher bei
Methioninlberdosierungen, da in einem solchen Fall Vitamin B6 und Serin nicht mehr in
ausreichenden Mengen zur Verstoffwechslung zur Verfligung stehen. Eine weitere Arbeit konnte
diese Hypothese bestatigen (33).

Im ,,Ein-Kohlenstoff-Metabolismus* entsteht S-Adenosylmethionin (SAM) direkt aus der Reaktion
von Methionin mit Adenosintriphosphat (ATP). SAM ist als universeller Methylgruppendonator an
mehr als 100 Methylierungsreaktionen beteiligt, darunter an der Kreatinsynthese, der DNA- und

MRNA-Methylierung sowie der Umwandlung von Noradrenalin zu Adrenalin (12).

Aus SAM entsteht nach Ubertragung der Methylgruppe S-Adenosylhomocystein (SAH), welches
durch die SAH-Hydrolase direkt zu Homocystein und Adenosin abgebaut wird. Diese Reaktion ist
reversibel, weshalb es bei einer Hyperhomocysteindmie auch zu erhéhten SAH-Spiegeln kommt.
Neben dem Abbau des SAHs (ber die SAH-Hydrolase zu Homocystein und Adenosin besteht
daruber hinaus die Moglichkeit der oxidativen Deaminierung tiber die L-Aminosaureoxidase in der
Leber und in der Niere. Das dabei entstehende S-Adenosyl-y-Thio-Ketobutyrat kann so tber den
Harn ausgeschieden werden; welches in den letzten Jahrzehnten kaum wissenschaftliche Beachtung
fand (96,111,112).

SAH ist ein starker Inhibitor von Methyltransferasen, darunter auch von DNA-Methyltransferasen.
Daher reflektiert der Quotient des universellen Methylgruppendonors SAM und des Inhibitors von

Methyltransferasen SAH das Methylierungspotential (113).

Obwohl das Plasma-Homocystein positiv mit den Plasmakonzentrationen von Vitamin B12 und
Folsaure Kkorreliert, besteht kein Zusammenhang zwischen den Plasmakonzentrationen der
Vitaminen und den Plasmakonzentrationen von SAM, SAH sowie dem SAM / SAH Quotienten (6).
Diese Beobachtung wird durch Interventionsstudien unterstitzt, in denen mittels Substitution von
Folsdure, Vitamin B12 und Vitamin B6 zwar das Plasma-Homocystein deutlich gesenkt, die

Plasmakonzentrationen von SAM und SAH jedoch keineswegs reduziert werden konnten (40,57).

6.4 'Ein-Kohlenstoff-Metabolite' und Atherogenese

Vor diesem Hintergrund gewann in den letzten Jahren die potentiell toxische Rolle von anderen

Metaboliten — neben Homocystein — des C1-Metabolismus zunehmend an Bedeutung, wobei die
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experimentellen Arbeiten insbesondere auf SAH fokussierten.

Dabei spielt SAH unabhdngig von Homocystein etwa eine wichtige Rolle in der
Endothelzellapoptose: So berichteten Sipkens et al 2012 sowie 2013, dass SAH unabhéngig von
Homocystein eine Apoptose von Endothelzellen induzieren kann (118,119).

Im selben Jahr gelang es Luo et al erstmals einen direkten Zusammenhang zwischen der
Atherosklerosebildung und erhéhten Plasmakonzentrationen von SAH an Apo E -/- Mausen
nachzuweisen. Bei erhdhten Plasmakonzentrationen von SAH kam es zu einer Proliferation von
glatten Muskelzellen mit gleichzeitiger Migration, vermittelt durch die oxidative Stress-abhangige
ERK 1/2 Signalkaskade (87). Aufgrund der relativ aufwendigen Messmethodik von SAH
Konzentrationen gibt es bisher nur wenige epidemiologische Studien in der Allgemeinbevélkerung
oder aus Kohorten chronisch nierenkranker Patienten, die sich mit dieser Fragestellung auseinander
setzen. Eine Kkleinere Fall-Kontroll-Studie aus dem Jahr 2001 zeigte, dass sich 30 Patienten mit
pravalenten kardiovaskuldren Erkrankungen von 29 kardiovaskuldr gesunden Kontrollen deutlich
starker im Plasma-SAH als im Plasma-Homocystein unterschieden (69).

In einer ersten groReren epidemiologischen Studie, mit differenzierter Analyse des Cl1-
Metabolismus, rekrutierten Xiao et al 1003 Patienten, die sich einer koronaren Angiographie
unterzogen, und beobachteten einen Zusammenhang zwischen erhéhten SAH-Plasmaspiegeln und
dem Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen, wéhrend weder die Plasmakonzentration von

SAM noch von Homocystein kardiovaskuldre Ereignisse vorhersagten (148).

6.5 Hyperhomocysteinamie und erhohtes Plasma-SAH bei chronischer

Nierenerkrankung

Nachdem bei chronisch nierenkranken Menschen Homocystein in besonderem Malie akkumuliert,
eine Senkung von Homocystein durch Vitaminsubstitutionen jedoch ebenso wie bei nierengesunden
Menschen keinen klinischen Benefit erbrachte, erscheint eine detaillierte Untersuchung des C1-

Metabolismus gerade bei dieser kardiovaskuléren Hochrisikogruppe besonders relevant.

Die vorliegenden Daten der CARE FOR HOMe Studie ermdglichen erstmals, Zusammenhéange
zwischen dem C1-Metabolismus und der chronischen Nierenerkrankung in einem groReren
Kollektiv epidemiologisch darzustellen.

Unsere Daten zeigen, dass bei chronisch nierenkranken Menschen eine starkere Korrelation von
niedrigerer glomerulérer Filtrationsrate mit htherem Plasma-SAH als mit héherem Plasma-SAM
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und héherem Plasma-Homocystein besteht.

Weiterhin konnte eine geringe intraindividuelle Varianz von Plasma-SAH, Plasma-SAM und
Plasma-Homocystein bei zweimaliger Messung im Ein-Jahres-Verlauf gezeigt werden. Als
Limitation unserer Analyse erfolgte kein direkter Vergleich mit nierengesunden Probanden.
Allerdings zeigt sich bei Vergleich mit den Ergebnissen einer zweiten grof3en epidemiologischen
Kohortenstudie unserer Arbeitsgruppe, welche gesunde Probanden aus der Allgemeinbevélkerung
rekrutierte, dass bei chronisch nierenkranken Patienten gegenuber nierengesunden Menschen SAH

starker akkumuliert als SAM und Homocystein (Tabelle 11).

61



Diskussion

Tabelle 11: Vergleich von den Plasmakonzentrationen der C1-Metaboliten in nierengesunder versus chronisch nierenkranker Kohorte

Einschlusskriterium nierengesunde Probanden chronisch nierenkranke Probanden (K/DOQI I — V)
Teilnehmer n =402 n =297
glomerulare Filtrationsrate [ml/min/1,73 m?] 92 £13 44 £19
Plasma-Homocystein [pumol/l] 11637 18472
Plasma-SAM [nmol/l] 101,9+30,4 193,9 £56,9
Plasma-SAH [nmol/l] 115+38 50,1 £ 36,1

n = Anzahl der Teilnehmer, SAM = S-Adenosylmethionin, SAH = S-Adenosylhomocystein

62




Diskussion

Die Ergebnisse der CARE FOR HOMe und | LIKE HOMe Studien bestatigen somit Daten
aus einer kleineren Studie, in welcher Parameter des C1-Metabolismus zwischen 124
Patienten mit terminaler chronischer Nierenerkrankung (CKD G5) und 42 nierengesunden
Probanden verglichen wurden und sich ein mehr als 13fach hoheres Plasma-SAH, jedoch nur
ein drei- bis vierfach héheres Plasma-SAM sowie ein Plasma-Homocystein zeigte (134).
Loehrer et al beobachteten gar ein 45fach erh6htes Plasma-SAH, ein 6fach erhohtes Plasma-
SAM, und ein nur 5fach erhohtes Plasma-Homocystein bei Vergleich von 25 Dialysepatienten
und 40 nierengesunden Kontrollpatienten (79). Um eine Interaktion mit pravalenten
kardiovaskularen Erkrankungen auszuschliel3en, untersuchten Jabs et al 2005 schlief3lich 23
chronisch nierenkranke Kinder im Alter von 1 bis 18 Jahren, die eine glomerulére
Filtrationsrate zwischen 15 und 150 ml/min aufwiesen und bei denen ein Mangel an Vitamin
B12 und Folsdure ausgeschlossen wurde. Bei diesen Kindern war eine verminderte
Nierenfunktion signifikant mit hohem Plasma-SAH, jedoch nur geringgradig mit hohem
Plasma-Homocystein assoziiert (59).

Im Vergleich zu diesen \orarbeiten kann CARE FOR HOMe erstmals detaillierte
Informationen (Uber das gesamte Spektrum der chronischen Nierenerkrankung bei

Erwachsenen liefern und einen SAH Anstieg in friihen CKD Stadien bestatigen.

Ferner konnte aufgezeigt werden, dass in unserer Kohorte CKD Patienten mit pravalenten
kardiovaskularen Erkrankungen hoéheres Plasma-SAH aufweisen. Einschrankend zeigen sich
jedoch auch hdoheres Plasma-Homocystein und hoheres Plasma-SAM bei kardiovaskulér
vorerkrankten CKD Patienten. Dartiber hinaus blieb Plasma-SAH nach Adjustierung von
Nierenfunktion und traditionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren kein unabhangiger
Pradiktor pravalenter kardiovaskul&rer Erkrankungen. Somit kann aus den vorliegenden
Daten der CARE FOR HOMe alleine kein direkter spezifischer Beitrag von SAH zur
kardiovaskularen Komorbiditat chronisch nierenkranker Menschen abgeleitet werden.

In der epidemiologischen Untersuchung von Valli et al war erhohtes Plasma-SAH bei 124
Patienten im Stadium CKD 5 sowohl univariat als auch multivariat — nach Korrektur fir Alter,
Geschlecht und Diabetes mellitus — mit pravalenten kardiovaskuldren Erkrankungen
assoziiert, wahrend sich kein Unterschied fir Plasma-SAM zeigte und Plasma-Homocystein
bei Patienten mit pravalenten kardiovaskuldaren Erkrankungen tberraschenderweise erniedrigt
war (134).

Die Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen und CARE FOR HOMe lassen sich
maoglicherweise durch die Patientenselektion (Valli et al: CKD G5 versus CKD G1 — Gb),
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unterschiedliche Definition von kardiovaskuldren Vorerkrankungen (Valli et al: prévalente
kardiovaskulare Ereignisse oder nicht spezifizierte ,,Zeichen* von koronarer, peripher-
arterieller oder cerebrovaskuldrer GefalRerkrankung; CARE FOR HOMe: préavalente
kardiovaskulare Ereignisse) und unterschiedliche statistische Analysen (Valli et a: ROC
Analyse mit Definition optimaler cut-off Werte; nachfolgend logistische Regressionsanalyse
kategorisierter Parameter mit post-hoc definierten Grenzwerten; CARE FOR HOMe:

Logistische Regressionsanalyse pradefinierter kontinuierlicher Parameter) erklaren.

Prospektive Studien zu diesen Zusammenhangen zwischen eingeschrankter Nierenfunktion,
erhohtem Plasma-SAH und kardiovaskuldren Ereignissen gibt es bisher leider nicht. Eine
geplante dreijdhrige Nachverfolgung der CARE FOR HOMe Studienteilnehmer soll

ermdglichen, im Jahr 2016 erstmals solch prospektive Daten zu erhalten.

6.6 Ursachen der Storung Iim Cl-Metabolismus bei chronischer

Nierenerkrankung

Bisher ist umstritten, welche Pathomechanismen den Anstieg von Plasma-Homocystein und
Plasma-SAH bei fallender Nierenfunktion bedingen. Es konkurrieren verschiedene
Erklarungen zu den zugrunde liegenden Veranderungen im C1-Metabolismus.

Aus tierexperimentellen Studien wurde postuliert, dass ~ 20 % des zirkulierenden Plasma-
Homocysteins in der Niere verstoffwechselt wird (10). So ist die Aufnahme von Homocystein
in die Nieren signifikant hoher als die Urinausscheidung von Homocystein, was auf eine
Bedeutung des renalen Homocysteinmetabolismus weist.

\or diesem Hintergrund konnten gestorte renale Transsulfurierungsreaktionen eine wichtige
Ursache des Anstieges von Plasma-Homocystein und nachfolgend von Plasma-SAH bei
chronischer Nierenerkrankung sein: So beobachteten House et al (1997) an isolierten
Rattennieren, dass der renale Metabolismus von Homocystein grofitenteils tber den
Transsulfurierungsstoffwechselweg  erfolgt, so dass Homocystein zu  Glutathion
verstoffwechselt wird (56). Die zur Transsulfurierungsreaktion notwendige Cystathionin-f-
Synthase wird von proximalen Tubuluszellen des &ulieren Nierenkortex, die Cystathionin-y-
Synthase im inneren Nierenkortex exprimiert. House et al postulierten, dass die abnehmende
Nierenfunktion eine Aktivitatseinschrankung der beiden Enzyme des

Transsulfurierungsstoffwechselwegs bedingt. Bis heute gibt es jedoch keine Daten, die diese
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Theorie belegen oder ablehnen kénnen.
Bereits 1982 zeigten Foreman et al am isolierten Nierenkortex, dass neben SAH Cystathionin
aus der Transsulfurierungsreaktion der anfallende Hauptmetabolit im Homocysteinabbau ist,

wahrend der Remethylierungsstoffwechselweg vernachléssigbar gering war (32,122).

Neben dem Verlust intakter Tubuluszellen weisen chronisch nierenkranke Menschen h&ufig
einen Mangel an Vitamin B6 und Serin auf, welche beide wichtige Ko-Faktoren des
Transsulfurierungsstoffwechselwegs darstellen (145).

In Diskrepanz zu diesen experimentellen Daten hinterfragten van Guldener et al 1998 die
Relevanz der Niere als Ausscheidungsorgan des Homocysteins, in dem sie bei 10
nierengesunden Menschen die arteriovendse Differenz von Plasma-Homocystein malien und
keine relevante Aufnahme in die Nierenzellen oder Exkretion in den Urin nachwiesen, so dass
extrarenale Ursachen fur die hohe Préavalenz der Hyperhomocysteindmie bei chronisch
nierenkranken Patienten postuliert wurden (136).

Interessanterweise konnte Garibotto et al in einem ahnlichen Studienprotokoll bei wiederum
10 Teilnehmern erkennen, dass die Nieren zwar kein Ausscheidungsorgan von Homocystein
sind, aber nahezu die Halfte des Plasma-SAHs aus der Zirkulation entfernen (36). Diese
Beobachtung steht in Einklang mit alteren nuklearmedizinischen Daten: So injizierten Duerre
et al bereits 1969 radioaktiv markiertes SAH Ratten intravends und erkannten eine
Ausscheidung von SAH, welche an eine unbekannte Ketosaure gebunden im Urin

nachgewiesen wurde (27,28).

6.7 Die Bedeutung von SAH und der Epigenetik bei chronischer

Niereninsuffizienz

Neben den oben diskutierten direkten toxischen Effekten von SAH auf glatte Muskelzellen
und Endothelzellen konnte die Akkumulation von SAH bei chronischer Nierenerkrankung
weitere fundamentale pathophysiologische Konsequenzen haben, da SAH ein potenter
Inhibitor der SAM-abhangigen Methyltransferasen ist. Somit vermag SAH, sédmtliche
Methylierungsreaktionen des menschlichen Organismus zu hemmen, welche insbesondere die
DNA-Methylierung umfassen.

Die DNA-Methylierung ist ein zentraler Mechanismus der epigenetischen Genregulation,

welche die Expression von Genen hemmt. Dieser Funktionsmechanismus spielt in der
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Atherogenese eine wichtige Rolle, da ein verdndertes Methylierungspotential zu einem
Alterungsprozess der Zellen und einer Hochregulation von Arteriosklerose-fordernden Genen,
sowie einem gleichzeitigen Herunterregulieren von Arteriosklerose-protektiven Genen fiihren
kann (4,26).

So untersuchten Castro et al 2003 17 Patienten mit atherosklerotischen GefaRerkrankungen
und 15 Kontrollpersonen. Bei Patienten mit GefaRerkrankungen, welche gegeniiber den
Kontrollprobanden signifikant héheres Plasma-Homocystein und Plasma-SAH bei gleichem
Plasma-SAM aufwiesen, konnte ein direkter Bezug zwischen Plasma-SAH (sowie Plasma-
Homocystein) und einer globalen DNA-Hypomethylierung dargestellt werden (16).

Mehrere klinische Studien konnten aufzeigen, dass bei chronisch nierenkranken Menschen
ein erniedrigter SAM / SAH Quotient mit einer globalen DNA-Hypomethylierung assoziiert
ist (58,150,151). Ingrosso et al gelang es ferner mittels Folsduresubstitution, dieser DNA-

Hypomethylierung entgegenzuwirken (58).

Im Gegensatz dazu konnten Nanayakkara et al keinen Zusammenhang zwischen der
chronischen Nierenerkrankung, GeféalRerkrankungen und einer DNA-Hypomethylierung
erkennen (100). Geisel et al (37) sowie Stenvinkel et al (123) zeigten sogar eine globale
DNA-Hypermethylierung bei chronisch nierenkranken Menschen, die mit einer erhthten

Inflammation einherging.

Auch aullerhalb der Nephrologie konnte von einer DNA-Hypermethylierung berichtet
werden: Sharma et al zeigte 2008 eine DNA-Hypermethylierung bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung (117) und Kim et al postulierte eine positive Korrelation zwischen einer

DNA-Hypermethylierung und pravalenten kardiovaskul&ren Ereignissen (71).

6.8 Weitere dem C1-Metabolismus nahestehende Reaktionswege

Neben der DNA-Methylierung inhibiert SAH weitere zentrale Methylierungsreaktionen im

menschlichen Korper, woriiber die Akkumulation von SAH bei chronischer Nierenerkrankung

weitere klinische Bedeutung gewinnen koénnte.

So werden interessanterweise 40 % der von SAM abgegebenen Methylgruppen zur Kreatin-

Synthese verwendet. Kreatin zerfallt im Muskel nicht-enzymatisch zu Kreatinin. Das
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Gleichgewicht der Reaktion liegt dabei auf dem Zerfall von Kreatin, was als wichtige
Energiebereitstellung fiir den Muskelstoffwechsel dient. Dies fordert eine stetige Neusynthese
von Kreatin und somit einen standigen Bedarf von Methylgruppen (15). Es kann daher
postuliert werden, dass die Akkumulation von SAH durch Inhibition der Kreatin-Synthese
eine zentrale Bedeutung im Muskelstoffwechsel spielt.

Auch der Entstehungsmetabolismus von asymmetrischem Dimethylarginin und der
Methylierungsreaktion sind eng miteinander verbunden. Asymmetrisches Dimethylarginin
(ADMA) entsteht durch die Methylierung von der in Proteinen gebundenen Aminosédure
Arginin. Dieser Methylargininkomplex wird durch Proteolyse aus den entsprechenden
Proteinen freigesetzt. ADMA ist ein endogener Inhibitor der Stickstoffmonoxidsynthase und
hemmt somit die vaskulére Stickstoffmonoxidproduktion. Da man Stickstoffmonoxid einen
protektiven Endotheliumseffekt zuschreibt, geht dieser bei pathologischem Anstieg von
ADMA verloren, was den Entstehungsmetabolismus der Atherogenese beginstigt. ADMA
wird tber die Niere ausgeschieden, was eine erhéhte Konzentration von ADMA bei chronisch
nierenkranken Patienten erklaren konnte (70). Bereits 1992 postulierte Vallance und seine
Mitarbeiter erhohte ADMA-Konzentrationen bei Patienten mit Niereninsuffizienz (133).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Homocystein das Plasma-ADMA ansteigen l&sst,
indem es sein Abbauenzym Dimethylarginin-dimethylaminohydrolase (DDAH) in seiner
Aktivitat hemmt (124). Bei Hamodialysepatienten konnte zusétzlich gezeigt werden, dass
erhohte ADMA-Spiegel mit einer Linksherzhypertrophie und kardiovaskularem Remodeling
einhergehen, was die Bedeutung von ADMA auch fir kardiovaskuldre Erkrankungen
erkennen lasst (153). Erste Studien konnten erfolgreich ADMA durch Substitution mit der

Aminosdure Arginin, aber nicht mit den Vitaminen B12, B6 und Folséure senken (8,127).

6.9 Limitationen

Die vorgelegte Arbeit weist mehrere Limitationen auf: So wurden aus methodischen Griinden
SAH, SAM und Homocystein im Plasma, nicht jedoch intrazellular bestimmt. Rezente
Arbeiten betonen die Bedeutung intrazellularer Homocysteinwerte im Vergleich zum Plasma-
Homocystein (120). Interessanterweise konnte etwa gezeigt werden, dass hohe intrazelluldre
Homocysteinspiegel — anders als Plasma-Homocystein — nicht durch eine Folséuresubstitution
gesenkt werden konnten (120). Auf der Basis dieser Daten muss hinterfragt werden, ob der

fehlende therapeutische Benefit einer Vitamin B6, Vitamin B12 und / oder Folséure-
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Substitution in oben diskutierten groflen Interventionsstudien eine pathophysiologische
Bedeutung von Homocystein in der Atherogenese ganzlich ausschlief3t.

Zudem liegen insgesamt 70 % des Homocysteins im Plasma an Proteine gebunden vor und
nur 30 % in freier Form. Unklar bleibt, inwieweit diese beiden Formen sich
pathophysiologisch unterscheiden (132). Dariber hinaus liegen keinerlei Daten zur
Proteinbindung von SAH im Plasma vor. Aus methodischen Griinden konnte in CARE FOR
HOMe keine Differenzierung zwischen Protein-gebundenem und freiem Homocystein, SAH
und SAM erfolgen.

Ferner wurden die Plasmakonzentrationen von Vitamin B6, Vitamin B12, Folséure und
Aminosauren, welche erhebliche Einflussfaktoren des C1-Metabolismus darstellen, bei den
chronisch nierenkranken Patienten nicht erhoben. Aufgrund von Voruntersuchungen kann
postuliert werden, dass chronisch nierenkranke Patienten einen Mangel an diesen Vitaminen
und Aminosauren aufweisen (34).

Zudem erfolgte die Bestimmung der Nierenfunktion nicht mittels direkter Messverfahren wie
Inulinclearance oder nuklearmedizinischer Clearancemessungen, sondern als geschétzte
glomerulére Filtrationsrate. Diese Abschéatzung der glomeruldren Filtrationsrate erweist sich
aber flr epidemiologische Fragestellungen als praktikabler, so dass auf eine direkte
Clearancemessung bewusst verzichtet wurde. Zu Beginn der CARE FOR HOMe Studie galt
die MDRD Gleichung als genaueste Schétzformel. Nach Initiierung der Studie wurde die
MDRD Gleichung zunachst durch die Kreatinin-basierte CKD-EPI Gleichung und zuletzt
durch die Kreatinin / Cystatin C-basierte CKD-EPI Gleichung als genaueste Schétzformel
ersetzt. Im Rahmen der vorgelegten Dissertationsschrift erfolgten parallel Untersuchungen
zum Vergleich der Schatzgleichungen, die separat publiziert wurden und somit nicht Teil
dieser Dissertationsschrift sind (107).

SchlielRlich kann die vorgelegte Querschnittsanalyse von CARE FOR HOMe keine
Kausalitaten aufzeigen. So betrachten wir den gestérten C1-Metabolismus als Ursache der
Atherogenese, obgleich vereinzelt postuliert wurde, dass eine Hyperhomocysteindmie auch

Folge einer langjahrigen Arteriosklerose sein kdnnte (95).

6.10 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorgelegten Dissertationsschrift konnte aufgezeigt werden, dass chronisch nierenkranke

Menschen eine deutliche Dysregulation des Homocysteinstoffwechsels aufweisen. So wird
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mit verminderter glomerul&rer Filtrationsrate eine deutliche Akkumulation inshesondere von
Plasma-SAH beobachtet, welche die Akkumulation von Homocystein selbst deutlich
ubertrifft. Weiterhin zeigte sich in univariater — nicht jedoch in multivariater — Analyse bei
Patienten mit prdvalenten kardiovaskuldren Erkrankungen hoheres Plasma-SAH als bei
Patienten ohne kardiovaskulare Komorbiditét.

Bevor aufgrund dieser Ergebnisse SAH als ein potentielles neues Therapieziel zur
kardiovaskularen Protektion chronisch nierenkranker Menschen postuliert werden kann,
mussen allerdings zundchst die komplexen Pathomechanismen des C1-Metabolismus in
experimentellen und klinischen Arbeiten weiterverfolgt werden. Insbesondere muss die
Bedeutung einer intrazellularen Akkumulation von Homocystein, SAH und SAM bei
chronisch nierenkranken Menschen untersucht werden, nachdem bisherige Arbeiten,
einschlieBlich der vorgelegten Dissertationsschrift, ausschliellich auf Plasmakonzentrationen
dieser Metabolite fokussierten. Weiterhin muss aufgrund des engen Zusammenhanges
zwischen dem C1-Metabolismus und der Methylierungsreaktion die epigenetische Bedeutung
der SAH Akkumulation weiterhin evaluiert werden.

Ferner soll im Rahmen unserer CARE FOR HOMe Studie eine prospektive Nachbeobachtung
erfolgen, um die untersuchten Metabolite des Methioninstoffwechsels als potentielle

Prédiktoren neuer kardiovaskularer Ereignisse zu klassifizieren.
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