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Abstract

Abstract

In recent years, the concept of chronic kidney disease - mineral and bone disorder (CKD-
MBD) became increasingly important. Firstly, it was recognized that a change in calcium-
phosphate-homeostasis contributes to an increased cardiovascular morbidity in patients
with chronic kidney disease. Secondly, with fibroblast growth factor 23 (FGF-23) and its
co-receptor Klotho, new central regulators of calcium-phosphate-homeostasis were
discovered, which have seemingly direct effects on blood vessels and the myocardium. a-
Klotho exists in a membrane-bound and a soluble form ("soluble" Klotho - sKlotho).
Results from experimental studies suggest vasculoprotective effects of sKlotho.

We measured traditional and novel CKD-MBD parameters among 444 CKD patients with
GFR categories G2 — G4 in our ongoing CARE FOR HOMe study. Across tertiles of
baseline sKlotho and FGF-23, we analyzed the incidence of two distinct end points,
namely the first occurrence of an atherosclerotic event, and the time until hospital
admission for decompensated heart failure, or death.

sKlotho tertiles did neither predict atherosclerotic events (p=0.139), nor the occurrence of
decompensated heart failure / death (p=0.498). In contrast, patients in the highest FGF-23
tertile had significantly higher risk for both end points in univariate analysis. Adjustment for
kidney function attenuated the association between FGF-23 and atherosclerotic events /
death (HR for third versus first FGF-23 tertile, 1.23 [95% CI, 0.58-2.61]; p=0.59), whereas
the association between FGF-23 and decompensated heart failure / death remained
significant after adjustment for potential confounders (HR for third versus first FGF-23
tertile, 4.51 [95% Cl, 1.33—15.21]; P=0.02).

Our findings do not support the notion that sKlotho has vasculoprotective properties in
CKD patients. In contrast, they confirm FGF-23, but not sKlotho, as an independent

predictive biomarker for myocardial but not atherosclerotic events.



Kurzfassung

Kurzfassung

In den letzten Jahren gewann das Konzept der ,chronic kidney disease — mineral and
bone disorder” (CKD-MBD) zunehmend an Bedeutung. Es wurde zum einen erkannt, dass
eine Veradnderung im Kalzium-Phosphat-Haushalt zu einer erh6hten kardiovaskuléaren
Morbiditat bei nierenkranken Menschen beitrdgt. Zum anderen entdeckte man mit FGF-23
und seinem Korezeptor Klotho neue zentrale Regulatoren des Kalzium-Phosphat-
Haushaltes, die vermeintlich direkte Effekte auf die GefaBe und das Myokard haben. Von
a-Klotho existiert sowohl eine membrangebundene als auch eine I6sliche Form (,soluble®
Klotho - sKlotho), wobei die Ergebnisse experimenteller Studien eine vaskuloprotektive
Wirkung von sKlotho suggerieren. Wir untersuchten traditionelle und neuartige CKD-MBD
Parameter bei 444 CKD-Patienten im KDIGO Stadium der chronischen Nierenerkrankung
G2 - G4 in unserer laufenden CARE FOR HOMe Studie. Anhand von sKlotho und FGF-23
Tertilen analysierten wir das Auftreten zweier kombinierter Endpunkte, namlich das erste
Auftreten atherosklerotischer Ereignisse, Hospitalisierung aufgrund akuter kardialer
Dekompensationen oder Tod jedweder Genese. sKlotho Tertile konnten weder
atherosklerotische Ereignisse / Tod (Log-Rank-Test: p=0,139), noch das Auftreten von
akuter kardialer Dekompensation / Tod (p=0,498) pradizieren. Patienten in der héchsten
FGF-23 Tertile wiesen ein signifikant héheres Risiko fur beide kombinierte Endpunkte in
univariaten Analysen auf. Die Korrektur fir die Nierenfunktion im multivariaten
Regressionsmodell schwéchte die Assoziation zwischen FGF-23 und atherosklerotischen
Ereignissen / Tod, (HR fur drites FGF-23 Tertile verglichen mit der ersten Tertile, 1,23
[95% KI 0,58 — 2,61]; p=0,59) wahrend die Assoziation zwischen FGF-23 und akuter
kardialer Dekompensation / Tod nach Anpassung fir potentielle Storfaktoren signifikant
bestehen blieb (HR fir drittes FGF-23 Tertile verglichen mit der ersten Tertile 4,51 [95% KI
1,33 — 15,21]; p = 0,02). Unsere Ergebnisse widersprechen der postulierten Hypothese,
dass sKlotho vaskuloprotektive Eigenschaften bei CKD-Patienten hat. Entgegen der
bisherigen Vorstellung stellt FGF-23, im Gegensatz zu sKlotho, einen unabhangigen

Pradiktor fur myokardiale, aber nicht fir atherosklerotische Ereignisse dar.
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1. Einleitung

In der Bundesrepublik Deutschland steigt seit Jahren die Inzidenz und Préavalenz der
chronischen Nierenerkrankung (CKD). Laut einer Umfrage der Qualitatssicherung Niere'
stieg von 1995 bis 2006 die Anzahl der Dialysepatienten von ca. 500 auf 800 Patienten
pro Millionen Einwohner an. Neuere Daten aus dem européischen Ausland und den USA
zeigten ebenfalls eine drastische Zunahme der Inzidenz und Préavalenz der chronischen
Nierenerkrankungen in den letzten Jahren® ° sodass diese Erkrankungen auch
zunehmend an sozio6konomischer Bedeutung erlangen.

Kardiovaskuldre Erkrankungen (,cardiovascular diseases® - CVD) stellen die
Haupttodesursache bei Patienten mit CKD dar *, sodass man sich in der nephrologischen
Forschung zunehmend der Entdeckung neuer Therapiestrategien zur Bekdmpfung der
immensen kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitit von CKD Patienten widmet. Die
Behandlung sogenannter ,klassischer” kardiovaskulérer Risikofaktoren wie beispielsweise
die Behandlung einer Dyslipidamie® © oder der Einsatz von ACE-Hemmern’ fiihrten zu
keiner nennenswerten Prognosebesserung. Auch die Fokussierung auf ,,CKD-spezifische®
Faktoren wie eine frihe Dialyseeinleitung bzw. Steigerung der Dialysedosis® ® oder der
Beginn einer Erythropoetin-Substitution zur Therapie der renalen Anamie'® '! konnte keine
Verbesserung des ereignisfreien Uberlebens erzielen.

Stérungen des Mineral- und Knochenstoffwechsels sind hé&ufige Komplikationen der
chronischen Nierenerkrankung (CKD-MBD, chronic kidney disease — mineral and bone
disorder). Der Begriff der CKD-MBD beinhaltet drei Komponenten:

1. Abnorme Laborparameter der Kalzium-Phosphat Homoostase, typischerweise eine
Hypokalzamie, = Hyperphosphatédmie, ein  Hyperparathyroidismus sowie eine
Hypovitaminose D; 2. Knochenanomalien mit einem erhdhten Frakturrisiko und 3. Eine
frihzeitige Verkalkung der GefaBe oder anderer Weichgewebe'®. In  mehreren
Observationsstudien stellte jeder veranderte CKD-MBD Laborparameter flr sich einen

eigensténdigen Risikofaktor dar'®'®

, jedoch konnte bis dato der eindeutige Beweis einer
gunstigen Beeinflussung dieser Parameter mit einer konsekutiven Verbesserung des
kardiovaskularen Uberlebens in prospektiven, randomisierten Interventionsstudien noch
nicht erbracht werden. Dennoch zeigten sich Therapiestudien, die beispielsweise die

Beeinflussung von Surrogatmarkern wie GefaB- und Herzklappenverkalkungen
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durch die Einnahme des Kalzimimetikums Cinacalcet untersuchten'® sowie der Vergleich
des Ein-Jahres-Uberlebens von Patienten mit und ohne Phosphatbindereinnahme an der

Hamodialyse'’, vielversprechend.

In den letzten Jahren veranderte die Entdeckung des Fibroblast Growth Factors (FGF)-23
und seines Korezeptors Klotho, als zentrale Regulatoren der Kalzium-Phosphat-

Homéostase, grundlegend das bisherige Verstandnis der CKD-MBD 8.

1.1 FGF-23

1.1.1 Aufbau des FGF-23

Zur Familie der FGFs (Fibroblast Growth Factor) gehdéren eine Reihe von Polypeptiden,
die einen gemeinsamen Kernbereich aufweisen. Alle diese Proteine haben in der
Kernregion eine charakteristische Beta-Kleeblattstruktur, die aus Beta-Faltblattern und
Schleifen aufgebaut ist. Basierend auf phylogenetischen Analysen wurden menschliche
FGFs bisher in 7 Subfamilien eingeteilt (FGF-1, FGF-2, FGF-4, FGF-7, FGF-9, FGF-10
und FGF-19)™.

FGF-23 besteht aus 251 Aminosauren, hat ein Molekulargewicht von 26 000 Da und wird
hauptséchlich durch Osteozyten sezerniert'® ?°. Die Mitglieder der FGF-19 Familie, zu der
auch FGF-23 gehort, regulieren verschiedene systemische Prozesse wie die
Stoffwechselrate®’ und die Gallensdurehomdostase® (FGF-19), den Glucose- und
Lipidstoffwechsel®® (FGF-21) sowie die Phosphat- und Vitamin-D-Homdostase®* (FGF-23).
Diese Aktivitdten erreichen sie durch ihre endokrine Wirkung, im Gegensatz zu der
typischen parakrinen Wirkung der anderen FGF Subfamilien. Die parakrin wirksamen
FGFs weisen eine Kernregion auf, welche aus 12 antiparallelen Beta-Faltblattern besteht.
Bei der FGF-19 Familie fehlt die Region zwischen Beta-10 und Beta-12, sodass diese nur
aus 11 Beta Faltblattern besteht und dadurch weniger stark an Heparin bindet. Folglich
sind die Mitglieder der FGF-19 Unterfamilie weniger lokal in der extrazellularen Matrix aktiv

und kénnen somit endokrine, systemische Funktionen ausiiben'® #°.
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1.1.2 Rolle des FGF-23 im Kalzium-Phosphat Haushalt

FGF-23 vermittelt seine physiologische Wirkung an Zellen der Niere und
Nebenschilddrisen, indem es in Anwesenheit seines membrangebunden Korezeptors
Klotho an die FGF-Rezeptoren bindet. Die selektive zelluldre Expression von Klotho in
genau diesen Organen ermdglicht, trotz der ubiquitdren Expression von FGF-Rezeptoren,
eine spezifische Wirkung von FGF-23. In der Niere steigert FGF-23 die
Phosphatausscheidung, indem es die Expression und Aktivitdt des Natrium / Phosphat
Kotransporters im proximalen Tubulus hemmt®®. Zusatzlich reduziert FGF-23 die
gastrointestinale Aktivitdt des Natrium / Phosphat Kotransporters und hemmt so die
Phosphataufnahme®. Weiterhin senkt FGF-23 die Serumspiegel von Calcitriol durch
Hemmung der 1-Alpha-Hydroxylase (CYP27B1), des Schlisselenzyms der
Calcitriolsynthese, und steigert zudem die Expression des calcitriolabbauenden Enzyms,
der 24-Hydroxylase (CYP24A1)?®. Da Calcitriol einen Regulator der gastrointestinalen
Phosphatabsorption darstellt, besteht zuséatzlich eine indirekte Senkung des
Serumphosphats. Da Calcitriol die Synthese und Freisetzung von FGF-23 aus den
Knochen stimuliert, indem es an den FGF-23 Genpromoter bindet, besteht ein negativer
Feedbackkreis zwischen FGF-23 und Calcitriol”. Ein weiterer Regelkreis kénnte zwischen
Parathormon und FGF-23 bestehen. FGF-23 unterdriickt die PTH Synthese in vitro®® und
in vivo®'. Im Gegensatz dazu ist derzeit noch ungewiss, ob PTH einen Effekt auf FGF-23

ausiibt, da diesbeziiglich noch widerspriichliche Daten vorliegen® %2%7,

1.1.3 FGF-23 bei chronischer Nierenerkrankung

Im Gegensatz zur nierengesunden Normalbevdlkerung haben dialysepflichtige chronisch

1%8. Neuere Arbeiten

nierenkranke Menschen bis zu 100-fach héhere FGF-23-Serumspiege
erweiterten diese Ergebnisse und zeigten bereits einen Anstieg der FGF-23-Serumspiegel
in sehr frilhen Stadien der CKD*. Bei Messungen an Teilnehmern der CRIC (Chronic
Renal Insufficiency Cohort Study) zeigte sich, dass bei mehr als der Halfte aller Probanden
mit leicht eingeschrankter glomerularer Filtrationsrate (GFR) (definiert als eine geschéatzte
glomerulére Filtrationsrate von 50 — 59 ml/min) die FGF-23 Spiegel schon erhéht waren,

wahrend Parathormon nur bei 22% der Probanden erhoht war. Daher wird der
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Anstieg von FGF-23 als die friheste nachweisbare Verédnderung der CKD-MBD betrachtet.
40

Zudem zeigte die CRIC-Studie, dass erhdéhte FGF-23 Serumspiegel zum einen einen
unabhéngigen Risikofaktor flr eine erhdéhte Mortalitat bei CKD Patienten im Stadium 2-4
und zum anderen ein erhdhtes Risiko fur das Eintreten einer Dialysepflichtigkeit darstellen.
Im Gegensatz zur MMKD (Mild to Moderate Kidney Disease) Studie*', die FGF-23 als
renalen Préadiktor in allen GFR-Stadien identifizierte, traf dies fur die CRIC-Teilnehmer nur
bei einer Ausgangs-GFR von > 30 ml/min zu. Die Assoziation von erhdéhten FGF-23
Spiegeln mit einer erhéhten Gesamtmortalitdt konnte sowohl fur inzidente als auch fir
prévalente Hamodialysepatienten bestéatigt werden.** Ein erster Zusammenhang zwischen
FGF-23 und kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat bei chronischer Nierenerkrankung
konnte durch die HOST Studie aufgezeigt werden: Der Zusammenhang zwischen hohen
Plasma FGF-23 Konzentrationen und kardiovaskuléaren Ereignissen sowie Mortalitat zeigte
sich unabhangig von klassischen Risikofaktoren wie Alter, Bluthochdruck und
Nikotinkonsum. Besonders deutlich war die Assoziation zwischen FGF-23, der

Gesamtmortalitat, akutem Myokardinfarkt und Amputationen der unteren Extremitat.*?

Die zugrundliegende Kausalitit der Assoziation zwischen erhéhten FGF-23-
Plasmaspiegeln und ungulnstiger Prognose ist nach wie vor ungeklart. Vor dem
Hintergrund der Erkenntnisse durch die HOST Studie wird eine Rolle von FGF-23 in der
Pathogenese kardiovaskuléarer Erkrankungen, welche maBgeblich zur dramatisch hohen
Sterblichkeit bei CKD-Patienten beitragen, postuliert. Ferner wird diese Vermutung durch
weitere rezente Ergebnisse epidemiologischer Untersuchungen bestéarkt, welche einen
unabhangigen Zusammenhang zwischen FGF-23 und echokardiografisch gemessener

D * % als auch bei

links-ventrikuldrer Hypertrophie (LVH) bei Patienten sowohl mit CK
Menschen mit intakter Nierenfunktion*® identifizierten, sodass eine kausale Rolle von FGF-

23 in der Induktion kardiovaskularer Erkrankungen madglich erscheint.
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1.2 Kilotho

1.2.1 Struktur und Expression von Klotho

Zur Klotho-Familie gehoren 3 verschiedene transmembrandse Proteine, die Alpha-Klotho,
Beta-Klotho und Gamma-Klotho genannt werden. Sie unterscheiden sich durch ihre
extrazellulare Doméne und den Ort ihrer Expression*’. Alpha-Klotho ist Gberwiegend im
distalen Tubulus der Niere, der Nebenschilddriise® und dem Plexus Choroideus im
Gehirn*® exprimiert. Das humane Klotho-Gen hat eine GréBe von ungefahr 50 kb (Kilo-
Basenpaare), besteht aus 5 Exons und liegt auf dem Chromosom 13g12. Es gibt zwei
unterschiedliche Transkriptvarianten, die durch alternatives Splicen entstehen: ein
Transkript mit 3036 bp (Basenpaaren), welches flr ein Transmembranprotein mit 1012
Aminosauren (AS) kodiert. Dieses enthélt einen groBen extrazellularen Anteil, der aus
zwei internen repeats besteht (hKL1 und hKL2), einen einzelnen transmembrandsen Anteil
und eine kurze intrazellulare Doméane. Die transmembrandse Form von Klotho gehort zur
Familie der Beta-Glucosidasen, welche in der Lage sind beta-glykosidische Verbindungen

48, 49 Die andere

in Sacchariden, Glykoproteinen und Glykolipiden zu hydrolisieren.
Transkriptvariante ist bis auf eine 50 bp lange Insertion identisch mit der
membrangebundenen Form. Diese Insertion enthélt allerdings ein Stopp-Codon, welches
die Translation abbricht. Dadurch fehlt dem zweiten 549 AS langem Protein, gegenuber
der transmembrandsen Variante, ein internes repeat (hKL2), der transmembranése Anteil
und die intrazellulare Doméane.”® Diese Transkriptvariante stellt die I&sliche Form des
Klotho dar. Eine zuséatzliche Variante der l6slichen Klothoform entsteht durch die
Abspaltung der extrazellularen Doméne des transmembranédsen Klothos mit Hilfe von
Proteasen®®. Somit existieren nach aktuellem Wissensstand drei Formen von Alpha-

Klotho.

1.2.2 Physiologische Wirkung von Klotho

Die endokrin aktiven FGFs sind durch das Fehlen der Heparin-bindenden Doméne in der

Kernregion charakterisiert, wodurch sie nicht lokal gebunden sind und somit



Einleitung

systemische Wirkungen ausuben kénnen. Hypothetisch kénnte FGF-23 den FGF-Rezeptor
(FGFR) nicht aktivieren, da zu dieser Aktivierung ein Dreifach-Komplex aus FGF, Heparan
Sulfat (HS) und FGFR benétigt wird. Endokrine FGFs bendtigen daher einen alternativen
Kofaktor anstelle des HS, das transmembrandse Klotho Protein. Identifiziert wurde Klotho
als Korezeptor fur FGF-23, da FGF-23-defiziente und Klotho-defiziente Mause fast den
gleichen Phéanotyp zeigten: verkirzte Lebensdauer, @ Wachstumsverzdgerung,
GefaBverkalkung in den Nieren, Infertilitdt, Muskelatrophie, erhéhte Serum-Phosphat-
Spiegel und Hypoglykamie.”' Das Klotho Protein bildet Komplexe mit FGFR1c, FGFR3
und FGFR4, um die Affinitat dieser Rezeptoren fiir FGF-23 zu erhdhen.®’ Da die FGFR
ubiquitér vorhanden sind, ist die Anwesenheit von Klotho entscheidend, ob eine Zelle ein
physiologisches FGF-23-Ziel darstellt oder nicht.*’

Bis dato ist ungeklart, warum FGF-23 Funktionen im proximalen Tubulus Ubernehmen
kann, obwohl sein Korezeptor Klotho hauptsé&chlich im distalen Tubulus exprimiert wird.
Dabei werden zwei Moglichkeiten in Betracht gezogen, welche sich nicht gegenseitig
ausschlieBen. (1) Eine Mdglichkeit ist, dass FGF-23 direkt, unabhangig von Klotho, den
Natrium — Phosphat Kotransporter (Npt2a) im proximalen Tubulus hemmt. Allerdings
widersprechen einige Daten dieser Hypothese: FGF-23 Injektionen bei Wildtyp Mausen
aktivierten ein Signal nur im distalen, aber nicht im proximalen Tubulus 2. (2) Die andere
Moglichkeit besteht darin, dass FGF-23 im distalen Tubulus die Ausschittung eines
parakrinen Faktors bewirkt, der dann im proximalen Tubulus den Npt2a hemmt. Dieser
parakrine Faktor kénnte sKlotho sein.’® ** Eine weitere Funktion von sKlotho ist der
Ausgleich einer FGF-23 induzierten Hypokalzdmie durch Inhibition der Calcitriolsynthese.
sKlotho gehért zur Familie der Glucosidasen und verhindert durch Entfernung von
Sialinsureestern auf den transmembrandsen Kalziumkanalen TRPV5 und TRPV6
(transient receptor potential cation channel subfamily V, member 5 und 6) dessen
Internalisierung von der Plasmamembran® °®. TRPV5 bewirkt eine Kalziumriickresorption
im proximalen Tubulus, TRPV6 eine intestinale Kalziumabsorption®”. Ebenfalls durch
Entfernung von Sialinsdureestern verhindert 16sliches Klotho eine Internalisierung von
ROMK1 (renal outer medullary potassium Channel 1). ROMK1 ist im distalen Nephron
exprimiert und vermittelt die Kaliumausscheidung in den Urin®®. Somit scheint sKlotho eine

zentrale Rolle in der Regulation der Kalzium- und Kalium- Homobostase zu Ubernehmen.

10
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1.2.3 Klotho bei chronischer Nierenerkrankung

Klotho wird am starksten in der Niere exprimiert, und interessanterweise &hnelt der
Phéanotyp der chronischen Nierenerkrankung dem der Klotho Knock-out Maus mit
GefaBverkalkung, Hyperphosphatéamie, hohem Serum-FGF-23, Stérungen des
Knochenstoffwechsels und verkiirztem Uberleben, was darauf hindeutet, dass die
chronische Nierenerkrankung eine Ursache des Klotho-Mangels darstellen kénnte.*
Aufgrund der gewebesténdigen Eigenschaften von Klotho waren bisher invasive Methoden
erforderlich, um die Klotho Expression zu messen. Deshalb gibt es nur wenige Studien an
CKD-Patienten. Eine Biopsiestudie zeigte eine Verminderung des membranstandigen
Klothos in Verbindung mit einer abnehmenden Nierenfunktion bei Patienten mit
diabetischer Nephropathie.?® In einer anderen Studie, in der Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz einer Nephrektomie unterzogen wurden, zeigte sich renal eine
verminderte Expression des Klotho Proteins und der dazugehérigen mRNA.%" Die
Bestimmung des |dslichen Klotho und die Beziehung zu membranstandigem Kilotho ist von
besonderem Interesse. Neuerdings kann man I6sliches Klotho mittels kommerziell
verfligbarem ELISA messen, wobei die Ergebnisse noch recht uneinheitlich sind®. Einige
kleine Kohortenstudien bestimmten nun mittels dieser neuen ELISA-Technik lésliches
Klotho in Korrelation mit der Nierenfunktion. Dabei zeigte sich eine Abnahme des I6slichen
Klothos bei gleichzeitig progredienter CKD und somit abnehmender Nierenfunktion®°. In
der CARE FOR HOMe Studie unserer Arbeitsgruppe wurde hingegen gezeigt, dass das
l6sliche Klotho nicht mit dem AusmaB der Nierenfunktionseinschrankung assoziiert ist, und
auch keinen unabhangigen Pradiktor des renalen- und Gesamtiiberlebens darstellt.?®
Einen anderen Ansatz verfolgte eine tierexperimentelle Studie, bei der 16sliches Klotho bei
Mensch und im Tiermodell mittels Immunoprazipitation und Immunoblot bestimmt wurde.
Dort zeigte sich, dass es bereits in einem frihen Stadium der CKD (K/DOQI 1-2) zu einer
deutlichen Herabregulation von 16slichem Klotho im Blut und Urin kommt.” In der Summe
lasst sich sagen, dass es widersprichliche Daten bezlglich des Zusammenhanges
zwischen Igslichem Klotho und der Nierenfunktion gibt. Vor diesem Hintergrund wurden
die Ergebnisse tierexperimenteller Untersuchungen kontrovers diskutiert, die einerseits
nephroprotektive®® sowie auch vaskuloprotektive Eigenschaften®” durch eine verstarkte

Klotho-Expression bzw. durch Verabreichung des Klotho-Proteins suggerierten.

11
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Beispielsweise postulierten Lim et al., dass die CKD ein Status des lokalen, vaskularen
Klotho-Mangels sei. Sie fanden heraus, dass glatte GefaBmuskelzellen sich durch Klotho-
Mangel zu Osteo- / Chondrozyten-&hnlichen Zellen umdifferenzieren, d.h. dass sich der
Phénotyp von einem kontraktilen Apparat zu einem kalzifizierten, knochen&hnlichen
Phanotyp verandert.®

Erganzend  zeigten  experimentelle  Untersuchungen = am  atherosklerotischen
Nagetiermodell, in dem Tiere mehrere atherogene Risikofaktoren aufwiesen, dass sich
durch eine Adenovirus-vermittelte Klothogen-Ubertragung eine vorhandene vaskulére
endotheliale Dysfunktion mildert, die vaskuldre NO-Produktion erhéht und der
atherosklerotische Phanotyp insgesamt durch Verringerung des Blutdrucks und durch
vaskuléres Remodelling verbessert wird”. Zudem kénnte Klotho vor einem GefaBschaden

t’% 71 Eine weitere Studie

schitzen, indem es die Stickstoffmonoxid-Freisetzung regulier
durch Hu et al. zeigte eine Assoziation eines Klotho-Mangels bei CKD mit der
GefaBverkalkung und im Gegenzug eine Reduktion dieser GeféaBveranderungen durch die
Uberexpression von Klotho. Zum anderen fand man heraus, dass lésliches Klotho die
Kalzifizierung der GeféaBe durch die Inhibition der Natrium-abh&ngigen Phosphataufnahme

hemmen kann.®’

12



Einleitung

1.3 Hypothesen

Aufgrund der im Tiermodell suggerierten vaskuloprotektiven Eigenschaften von sKlotho
soll nun die pradiktive Bedeutung der sKlotho-Plasmaspiegel bei chronisch nierenkranken
Menschen in unserer prospektiven CARE FOR HOMe Studie untersucht werden.
Weiterhin erfolgt die zusatzliche Bestimmung der FGF-23-Plasmaspiegel als etablierter
kardiovaskularer Risikomarker.

Folgende Hypothesen werden im Rahmen dieser Promotionsarbeit Gberpruft:

1. sKlotho-Plasmaspiegel sind unabhangige Préadiktoren kardiovaskularer Ereignisse
bei CKD-Patienten im CKD Stadium 2-4.

2. sKilotho-Plasmaspiegel Ubertreffen in ihrer pradiktiven Wertigkeit FGF-23 als

kardiovaskulédren Risikomarker bei CKD-Patienten im CKD-Stadium 2-4.

13
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2. Material, Methoden und Probanden

2.1 Studienkohorte

2.1.1 Patientenkollektiv

In unserer laufenden CARE FOR HOMe Studie wurden bisher 444 Probanden aus unserer
nephrologischen Ambulanz rekrutiert. Der Einschluss erfolgte zwischen September 2008
und November 2012. Alle Probanden wurden entweder wahrend eines Besuches der
Ambulanz oder telefonisch zur Teilnahme an unserer Studie eingeladen. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung wurde von allen Teilnehmern unterschrieben (siehe Anhang). Des
Weiteren wurde die Studie durch die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes

genehmigt.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:

Eingeschlossen wurden die Patienten, die an einer chronischen Nierenerkrankung in den
CKD-Stadien 2-4 leiden. Dies wurde definiert, als eine eGFR zwischen 15 und 89 ml/min
/1,73m? nach MDRD 4 (Modification of Diet in Renal Disease Studie)’? basierend auf den
K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) Leitlinien”® der National Kidney
Foundation. Bei Patienten im Stadium 2 musste mindestens eines der folgenden Kriterien

zusatzlich vorliegen:

» erhohtes Plasma-Kreatinin (> 1,2 mg/dl bei Mdnnern und > 1,0 mg/dl bei Frauen)

* erhdhtes Cystatin C (> 1,05 mg/dl)

» persistierende glomerulare Hamaturie

* persistierende Albuminurie (> 17 mg/g Kreatinin bei Méannern und > 25 mg/g
Kreatinin bei Frauen)

* Dbioptisch gesicherte Nierenerkrankung

* hereditare Nierenerkrankung

14
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Definition der chronischen Nierenerkrankung:

1. Nierenschédigung fir = 3 Monate, definiert durch strukturelle oder funktionelle
Veranderungen der Niere mit oder ohne Reduktion der GFR, manifestiert durch:
» pathologische Veranderungen, oder
* Marker der Nierenschadigung (Abweichungen der Blut oder Urinwerte, durch
Bildgebung belegte Veranderungen).
2. GFR < 60 ml/min/1,73m? fir = 3 Monate, mit oder ohne weitere Zeichen der

Nierenschadigung. "

Tabelle 1: Stadieneinteilung chronische Nierenerkrankung

Stadium Beschreibung (mI/micri1l/:1F,{73m2)
1 Nierenfunktionseinschrankung mit normaler GFR =90
2 Nierenfunktionseinschrankung mit leicht reduzierter GFR 60 -89
3 Nierenfunktionseinschrankung mit deutlich reduzierter GFR 30-59
4 Nierenfunktionseinschrankung mit deutlich reduzierter GFR 15-29
5 Nierenfunktionseinschrankung mit deutlich reduzierter GFR <15

Ausschlusskriterien:
Folgende Ausschlusskriterien wurden definiert:

» akutes Nierenversagen (Serum Kreatininanstieg > 50 % innerhalb von 4 Wochen)

» chronische Nierenerkrankung im Stadium 1 oder 5 nach K/DOQI

* akute Infektionen bei Studienbeginn (CRP > 50 mg/l und / oder bendétigte
systemische antibiotische Therapie)

* immunsuppressive Therapie

» stattgefundene Nierentransplantation

* maligne Erkrankungen

* bestehende HIV-Infektion

* hamatologische Systemerkrankungen

* Schwangere

e Patienten <18 Jahre
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2.2 Ablauf einer Untersuchung

2.2.1 Probengewinnung und Diagnostik

Zu Beginn jeder Untersuchung wurde den Studienteilnehmern Blut abgenommen. Dazu
mussten diese nidchtern, d.h. mindestens 8 Stunden ohne Nahrungsaufnahme,
erscheinen. Die Blutentnahme erfolgte am sitzenden Patienten nach flunfminitiger
Ruhezeit. Mittels steriler Kanile wurde eine oberflachige Vene zur Entnahme von
vendsem Vollblut punktiert. Die entsprechenden Laboruntersuchungen wurden durch das

Zentrallabor des Universitatsklinikum des Saarlandes durchgefihrt.

Tabelle 2: Parameter Blutwerte

Blutprobe Bestimmte Parameter
Plasma Kalium, Kalzium, Natrium, Kreatinin, Phosphat,
(4,7ml Lithium-Heparin-Monovette) Harnstoff, CRP, Glukose, EiweiB3, Albumin, Eisen,

Ferritin, Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-
Cholesterin, Triglyceride, Troponin-T, ASAT

EDTA-Blut Differentialblutbild:

(2,7ml EDTA-Monovette) Leukozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile,
Lymphozyten, Monozyten)

Serum 25-Hydroxy-Vitamin D3, Insulin, Parathormon, Apo

(4,7ml Serum-Monovette) A, Apo B, NT-pro-BNP,

EDTA: Ethylendiamintetraessigsédure, ASAT: Aspartat-Aminotransferase, HDL: High
Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, CRP: C-reaktives Protein, Apo A:
Apolipoprotein A, Apo B: Apolipoprotein B, NT-pro-BNP: N-terminal prohormone of Brain

Natriuretic Peptide

Ebenfalls wurde zu Beginn jeder Untersuchung Spontanurin asserviert. Dabei wurden die
Patienten gebeten den Mittelstrahlurin abzugeben. Dieser wurde ebenfalls durch das
Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes hinsichtlich folgender Parameter

untersucht:
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Tabelle 3: Spontan- und Sammelurin-Untersuchungsparameter

Probe Bestimmte Parameter
Urin Status, Sediment, Phosphat, Kreatinin, Albumin,
(10 ml Urin-Monovette) EiweiB, Natrium, Kalium, Kalzium, Chlorid,

Transferrin, Mikroglobulin, Immunglobulin G

2.3 Bestimmung von loslichem Klotho mittels ELISA

Die Bestimmung von sKlotho im Plasma erfolgte mit Hilfe eines kommerziell verfugbaren
Sandwich ELISAs (Immuno-Biological Laboratories, Fujioka-shi, Gunma, Japan®?). Fur
diesen ELISA werden 2 spezifische Antikdrper bendtigt, welche an das Antigen (sKlotho)
binden. Der anti-humane Klotho Maus IgG Antikérper 67G3 fungiert dabei als
sFangerantikérper und ist zu diesem Zweck auf einer Mikrotiterplatte befestigt. Zunéchst
wird bei Raumtemperatur fir 60 Minuten die Patientenprobe auf die Platte gegeben,
sodass die Antikdrper an das Antigen binden kénnen. Danach wird der Versuchsansatz
gewaschen, um nicht oder unspezifisch gebundenen Antigene zu entfernen. AnschlieBend
wird der zweite, mit HRP (Horseradish Peroxidase)-konjugierte Antikérper fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur hinzugegeben. Dieser anti-humane Klotho Maus IgG Fab-Antikérper
91F1 dient als Nachweisantikrper und ist auch zu diesem Zweck mit einem Enzym
gekoppelt. Nach erneutem Waschen der Platte wird Tetramethylbenzidin und
anschlieBend eine Stopp-Lésung zugegeben. Der durch die Reaktion des Enzyms mit dem
Tetramethylbenzidin entstehende Farbumschlag, dessen Intensitat die

Klothokonzentration darstellt, wird im Spektrophotometer bei 450nm gemessen.

2.4 Bestimmung von FGF-23 mittels ELISA

Die Bestimmung von FGF-23 im Serum erfolgte ebenfalls mit Hilfe eines kommerziell
verfugbaren ELISAs (Immutopics, San Clemente, CA, USA; untere Nachweisgrenze 1,5
rU/ml, obere Nachweisgrenze 1500 rU/ml), mit analoger Vorgehensweise wie oben fur die
Messung von sKlotho beschrieben. Proben mit einer FGF-23 Konzentration > 1500 rU/ml

werden nach Verdinnung gemessen. Da sich die C-terminale Form des FGF-23,
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gegenuber dem intakten FGF-23, bei Messungen vor allem bei Patienten mit chronischer

Nierenerkrankung als stabiler herausgestellt hat, wurde die C-terminale Form von FGF-23

bestimmt. "> 7®

2.5 Erfassung der KorpermafBe

2.5.1 Korpergewicht, KorpergroBe und Body-Mass-Index

Bei jeder Vorstellung wurden die Patienten auf einer geeichten digitalen Waage auf 100g
genau gewogen. Die KoérpergréBe wurde barfuBB bestimmt, dabei stand der Patient
aufrecht gegen die Wand gelehnt. Der Wert wurde dabei an einer Messlatte abgelesen.

Diese beiden Werte ergeben dann anhand folgender Formel den Body-Mass-Index (BMI):

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

2.5.2 Huftumfang, Taillenumfang und Hiift-Taillen-Quotient

Mit einem flexiblen MaBband wurde auf der Héhe des Trochanter Major der Hiuftumfang,
sowie in der Mitte zwischen Crista iliaca und Rippenbogen der Taillenumfang gemessen.
Anhand dieser beiden Werte lieB sich der Huft-Taillen-Quotient (waist-hip-ratio) zur

Abschétzung der Korperfettverteilung mit folgender Formel berechnen:

Huft-Taillen-Quotient = Huftumfang (cm) / Taillenumfang (cm)
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2.6 Erfassung des Risikos einer Herz-Kreislauf-Erkrankung

2.6.1 Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgte mit Hilfe eines automatischen Blutdruckmessgerates
(DINAMAP® PROCARE Auscultatory 100, SOMA Technology, USA). Diese nichtinvasive
Blutdruckmessung (NIBP) wurde standardisiert am sitzenden Patienten nach finfminutiger

Ruhepause sowohl am linken als auch am rechten Oberarm durchgefuhrt.

2.6.2 Fragebogen

Zusétzlich wurden bei den Patienten bestehende kardiovaskuldre Risikofaktoren und
kardiovaskuldre Komorbiditdten anhand eines standardisierten Fragebogens (siehe
Anhang) durch den Untersucher erfragt. Zunéchst erfolgte die Erfassung einer pravalenten
koronaren, zerebrovaskuldren oder peripher-arteriellen GefaBerkrankung””.

Die sportliche Aktivitat der Probanden wurde Uber die Anzahl der Wochentage ermittelt, an
denen sie sich mindestens 30 Minuten sportlich betatigten, sodass sie ins schwitzen
kommen. Im Gegenzug wurde auch die kdrperliche Inaktivitat erfasst. Diese wurde Uber
die Anzahl der vor dem Fernseher verbrachten Stunden pro Tag, aufgeteilt in Wochentage
und Wochenendtage, erfragt. Erfragt wurde auch der Nikotinkonsum, wobei als Raucher
derjenige galt, der in den letzten vier Wochen vor Studieneinschluss mindestens eine
Zigarette geraucht hat. Ebenso wurde der Zeitraum dokumentiert, in dem der Proband
aktiver Raucher war, sowie der Zeitpunkt der letzten Zigarette und die durchschnittliche
Anzahl taglich gerauchter Zigaretten.

Auch der Alkoholgenuss wurde dokumentiert. So wurde dieser fur unterschiedliche
Getrankesorten in Glasern pro Woche angegeben. Wobei ein Glas 120 ml Rot- oder

WeiBwein, 350 ml Bier und 45 ml Spirituosen entsprach.

Es wurde erfragt, ob der Patient an einer chronisch-entziindlichen Darm- oder
Lebererkrankung leidet, eine Tumorerkrankung besteht oder eine akute Infektion in den
letzten 5 Tagen aufgetreten ist. Zuletzt wurde noch die Aktualitdt des Medikamentenplans

eruiert.
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2.7 Definition Studienendpunkte

Es wurden zwei kardiovaskulare Endpunkte vordefiniert:

1.

Atherosklerotische Ereignisse

(akuter Herzinfarkt; interventionelle oder chirurgische Revaskularisierung der
Koronararterien, Zerebralarterien oder peripherer Arterien;  Schlaganfall, definiert
als schnell fortschreitende klinische Symptome und / oder Zeichen einer
nachhaltigen fokalen oder globalen Stérung der Hirnfunktion = 24 Stunden;
Amputationen proximal des Sprunggelenks);

und / oder Tod jedweder Genese

Stationére Behandlung aufgrund akuter kardialer Dekompensation;

und / oder Tod jedweder Genese

2.8 Jahrliche Nachbeobachtung

Jeder Patient wurde jahrlich zu einem Termin in unserer nephrologischen Ambulanz

eingeladen. Wenn dies nicht moglich war wurde der Patient und / oder sein Hausarzt

telefonisch kontaktiert und die entsprechenden Informationen ebenfalls anhand eines

standardisierten Fragebogens (siehe Anhang) erhoben.

Folgenden Untersuchungen wurden bei der jahrlichen Kontrolle durchgefihrt:

standardisierte Entnahme vendsen Vollblutes

Asservation von Spontanurin

Asservation von 24h Sammelurin

standardisierte Erfassung des aktuellen Kérpergewichtes

Erhebung eines standardisierten Fragebogens durch den Verfasser dieser
Promotionsarbeit (s. Anhang)

nicht-invasive Blutdruckmessung und standardisierte Intervallblutdruckmessung
standardisierte Erfassung des Huft-, Taillenumfangs

standardisierte Bestimmung der Hautfaltendicke der Patienten

standardisierte Echokardiographie
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* Aufzeichnung eines Elektrokardiogramm

* Aufzeichnung eines 24h Blutdruckprofils

Der Verfasser der vorgelegten Dissertationsschrift fuhrte alle Folgeuntersuchungen der
Studienteilnehmer zwischen dem 01.03.2013 und dem 30.09.2013 selbstandig durch.
Nach Bestimmung der sKlotho-Plasmaspiegel im Jahr 2013 aus tiefgefrorenen
Plasmaproben erfolgte die statistische Auswertung aller in der Dissertationsschrift
aufgeflhrten Studienergebnisse zur Bedeutung von sKlotho bei chronischer
Nierenerkrankung. Die Patientenrekrutierung erfolgte im Rahmen weiterer eigenstandiger

Promotionsarbeiten.

2.9 Statistische Auswertung

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

Far die statistische Auswertung der Daten wurde die Statistik Software SPSS (Statistical
Product and Service Solutions; Version 17.0 Chicago, lllinois, USA) und SimpleStat Test
(©2007-2011 by Marley W. Watkins) verwendet "8

Kontinuierliche Variablen wurden als Mittelwerte + Standardabweichung, bei Abweichung
von der Normalverteilung als Median [Interquartil-Abstand] angegeben und mittels T-Test
(zwei Gruppen) oder mittels ANOVA (analysis of variance) mit gewichtetem linearen Term
(mehr als zwei Gruppen) verglichen.

Kategoriale Variablen wurden als absolute Werte und als prozentualer Anteil an dem
Gesamtkollektiv angegeben und mittels Chi-Quadrat-Test (x*-Test) verglichen.
Zusammenhange  zwischen  zwei  Kkontinuierlichen  Variablen  wurden  als

Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet.

Mit der Uberlebenszeitanalyse und Kaplan-Meier-Methode wurde das Auftreten von
Ereignissen in den unterschiedlichen Tertilen von FGF-23 und Klotho beurteilt. Die
Gruppen der Uberlebenszeitanalyse wurden anschlieBend mittels log-rank Testung auf

Ereignisfreies Uberleben verglichen.
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In einem multivariaten Regressionsmodell mittels Cox-Regressionsanalyse wurde die
Assoziation von FGF-23 und Klotho zu den Endpunkten atherosklerotische Ereignisse /
Tod und akute kardiale Dekompensation / Tod nach Korrektur fur potentielle Stérvariablen
untersucht.

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % wurde p < 0,05 als statistisch signifikant

definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Baseline Charakteristika

Die Baseline Charakteristika der Studienteilnehmer sind in Tabelle 4 dargestellt. Die
Probanden wurden anhand der KDIGO-Stadien’® eingeteilt, bei der sich eine Haufung der
Patienten im Stadium 3 zeigte. Diese Patienten wurden dann nochmals anhand der
aktualisierten Einteilung der Stadien der CKD nach KDIGO in die Stadien 3a (45 — 60
ml/min) und 3b (30 — 45 mi/min) eingeteilt. Wie zu erwarten waren die Patienten in den
fortgeschrittenen KDIGO-Stadien signifikant &lter, hatten héhere CRP-, FGF-23- und
Phosphatspiegel im Plasma. AuBerdem stieg die Albumin- und fraktionierte
Phosphatausscheidung im Urin mit zunehmendem Krankheitsstadium erwartungsgeman
an. Es zeigte sich zudem, dass die Patienten in héheren Stadien haufiger aktive und
native Vitamin D3 Préparate, Betablocker und Statine einnahmen als Patienten in friheren
Stadien der CKD. SchlieBlich zeigte sich noch eine leichte, aber dennoch signifikante,
Abnahme  der  I6slichen Klothospiegel im Plasma mit  zunehmender

Nierenfunktionseinschréankung.
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Tabelle 4: Baseline Charakteristika - stratifiziert nach KDIGO-Stadien 2-4

Alter (Jahre)

Geschlecht
weiblich (%)

Raucher (%)

Diabetes
mellitus (%)

KVE (%)

verminderte LV
Funktion (%)

CRP (mg/l)

Gesamtcholesterin
(mg/dl)

HDL-C (mg/dl)
LDL-C (mg/dl)
BMI (kg/m?)
Kalzium (mmol/l)
Phosphat (mg/dl)
FGF-23 (rU/ml)
sKlotho (pg/ml)

Parathormon (pg/ml)

eGFR
(ml/min/1,73m?)

Albuminurie (mg/g)
FePi (%)

BB (%)

Gesamt
(n=444)

65+12

179 (40)

44 (10)

168 (38)

135 (30)

62 (15)

2,7
(1,2-5,3)

193 +42

52 +17

116 + 36

30+6

3,4+0,7

102
(64-164)
397
(326-485)
53
(37-84)

45 +16

37
(8-193)

26 £13

301 (68)

G2
(n=89)

58 £ 12

28 (31)

14 (16)

28 (31)

11 (12)

9 (11)

2,4
(1,5-4,8)

199 + 37

52 +16

122 + 32

30+6

3,0+£0,5

62
(46-90)
433
(369-581)
41
(32-54)

68 +6

26
(7-108)

17 +8

45 (51)

G3a
(n=128)

65+13

64 (50)

13 (10)

57 (45)

45 (35)

12 (9)

2,6
(1,0-5,2)

191 +40

53 +18

113 £ 35

31 +6

3,3+0,5

74
(54-105)
412
(344-493)
44
(32-57)

52+4

19
(6-70)

20+9

97 (76)

G3b
(n=145)

68 + 11

52 (36)

11 (8)

47 (32)

51 (35)

28 (23)

2,9
(1,2-6,0)

191 £ 45

51 +17

114 + 36

30+6

2,4+0,1

3,4+0,8

128
(92-195)
374
(299-454)
62
(42-96)

38 +4

46
(11-164)

28 + 11

96 (66)

G4
(n=82)

68 +12

13 (16)

3,5
(1,1-5,6)

193 +47

49 +17

117 £ 39

29+5

3,9+0,7

179
(140-291)
382
(303-459)
111
(67-162)

22 +4

129
(37-689)

40 +£13

63 (77)

<0,001

0,36

0,18

0,64

<0,001

0,006

0,003

0,47

0,18

0,41

0,20

0,19

<0,001

<0,001

0,020

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,001
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Gesamt G2 G3a G3b G4

(n=444) (n=89) (n=128)  (n=145) (n=82) P
ACE-I (%) 165(37)  26(29)  60(47)  43(30) 36 (44) 0,29
Statin (%) 216 (49)  29(33)  73(57)  70(48)  44(54) 0,008
?iz;i"es vilaminDa - 1g943)  38(43)  51(40)  51(35) 49 (60) 0,01
AN HIENI 28 33 (7) 1(1) 1(1) 14(10)  17(21)  <0,001

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

Spiegel und Albuminurie sind aufgrund fehlender Normalverteilung als Median
(Interquartil-Abstand) angegeben. KVE: Kardiovaskuldre Erkrankungen; CRP: C-reaktives
Protein; HDL-C: Lipoprotein hoher Dichte; LDL-C: Lipoprotein geringer Dichte; BMI: Body
mass index; FGF-23: Fibroblast Growth Factor-23; sKlotho: soluble (lésliches) Klotho;
eGFR: estimated (geschétzte) glomeruldre Filtrationsrate; FePi: fraktionelle
Phophatausscheidung im Urin;, BB: Beta-Blocker; ACE-I: Angiotensin-Converting Enzym

Inhibitoren.
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3.1.1 Losliche Klotho-Plasmaspiegel

Bei der Stratifizierung nach Klotho-Tertilen féllt eine Abnahme der l6slichen Kilotho-
Plasmaspiegel mit zunehmendem Lebensalter und steigenden CRP-Werten auf. Darliber
weiteren Unterschiede in den

hinaus finden sich  keine signifikanten

Ausgangscharakteristika dieser drei Gruppen.

Tabelle 5: Baseline Charakteristika der Patienten stratifiziert nach sKlotho-Plasmaspiegeln

Tertile 1 (n=148)
(171-358 pg/ml)

Tertile 2 (n=148)
(359-425 pg/ml)

Tertile 3 (n=148)
(446-2054 pg/ml)

sKlotho (pg/ml) 296 (260-326) 397 (375-425) 565 /484-664)  <0,001

Alter (Jahre) 67 +11 65+ 11 63 +11 0,020
Geschlecht

4 (37 4 2 (42 ’
weiblich (%) 54 (37) 63 (43) 62 (42) 0,505
Raucher (%) 16 (11) 14 (9) 14 (9) 0,904
Diabetes

7 ’

mellitus (%) 55 (37) 53 (36) 60 (50) 0,688
KVE (%) 51 (34) 41 (28) 43 (29) 0,409
CRP (mg/l) 2,9 (1,4-6,0) 2,9 (1,1-5,6) 2,4 (1,1-4,4) 0,010
Gesamtcholesterin 195 + 40 190 + 40 194 + 46 0,578
(mg/dl)
HDL-C (mg/dl) 51 +17 53 +18 51 +17 0,347
LDL-C (mg/dl) 119 + 34 112 £+ 35 116 + 36 0,158
BMI (kg/mz) 305 306 30+6 0,845
Kalzium (mmol/l) 2,4 +0,1 2,4 +0,1 2,4 +0,1 0,700
Phosphat (mg/dl) 3,5+0,7 3,4+0,8 3,3+0,6 0,235

FGF-23 (rU/ml)

107 (70-193)

103 (60-150)

89 (60-151)

0,848

26



Tertile 1 (n=148)
(171-358 pg/ml)

Tertile 2 (n=148)
(359-425 pg/ml)

Ergebnisse

Tertile 3 (n=148)
(446-2054 pg/ml)

Parathormon (pg/ml) 71 £55 73 + 66 68 +47 0,701
eGFR (ml/min/1,73m?) 42 +14 46 + 18 47 +15 0,009
Albuminurie (mg/g) 30 (7-177) 27 (6-198) 51 (15-206) 0,327
FePi (%) 26 +13 25+13 26 +13 0,575
BB (%) 107 (72) 104 (70) 90 (61) 0,078
ACE-I (%) 55 (37) 53 (36) 57 (39) 0,891
Statin (%) 77 (52) 78 (53) 61 (41) 0,085
Natives Vitamin D3 (%) 66 (45) 62 (42) 61 (41) 0,824
Aktives Vitamin D3 (%) 15 (10) 8 (5) 10 (7) 0,279

Angegeben sind Anzahl (Prozentwert) bzw. Mittelwerte- + Standardabweichung. CRP
Spiegel und Albuminurie sind aufgrund fehlender Normalverteilung als Median
(Interquartil-Abstand) angegeben. KVE: Kardiovaskuldre Erkrankungen; CRP: C-reaktives
Protein; HDL-C: Lipoprotein hoher Dichte; LDL-C: Lipoprotein geringer Dichte; BMI: Body
mass index; FGF-23: Fibroblast Growth Factor-23; sKlotho: soluble (lésliches) Klotho;
eGFR: FePi:
Phophatausscheidung im Urin; BB: Beta-Blocker; ACE-I: Angiotensin-Converting Enzym

estimated  (geschétzte) glomeruldre  Filtrationsrate; fraktionelle

Inhibitoren.

3.1.2 FGF-23-Plasmaspiegel

Nach Analyse der Ausgangscharakteristika stratifiziert nach FGF-23-Plasmaspiegeln
zeigte sich eine Assoziation hoher FGF-23-Plasmaspiegel mit zunehmendem Lebensalter,
kardiovaskularen Erkrankungen sowie hohen CRP-, Phosphat- und Parathormonspiegeln.
Weiterhin zeigte sich mit zunehmender FGF-23-Tertile eine Abnahme der eGFR und HDL-
Cholesterin, eine Zunahme der Albuminurie sowie der fraktionellen Phosphatexkretion. Mit
steigenden FGF-23-Tertilen war zudem eine zunehmende Haufigkeit der Betablocker- und

Vitamin-Ds-Einnahme zu verzeichnen.
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Tabelle 6: Baseline Charakteristika der Patienten stratifiziert nach FGF-23-Plasmaspiegeln

FGF-23 (rU/ml)

Alter (Jahre)

Geschlecht
weiblich (%)

Raucher (%)

Diabetes
mellitus (%)

KVE (%)

CRP (mg/l)

Gesamtcholesterin
(mg/dl)

HDL-C (mg/dl)
LDL-C (mg/dl)
BMI (kg/m?)
Kalzium (mmol/l)
Phosphat (mg/dl)

sKlotho (pg/ml)

Parathormon

(pg/ml)

eGFR
(ml/min/1,73m?)
Albuminurie

(mg/g)
FePi (%)

BB (%)

Tertile 1 (n=148)
(14,8-72,9 rU/ml)

53 (41-64)

62+12

53 (36)

15 (10)

47 (32)

34 (23)

2,3 (1,0-5,1)

194 + 41

54 £19

118 + 35

30+6

2,4+0,1

3,2+0,5

418 (344-550)

48 + 24

55 +12

18 (5-67)

20+9

81 (55)

Tertile 2 (n=148)
(73,3-139,3 rU/ml)

101 (88-117)

65+ 14

62 (42)

11 (7)

56 (38)

47 (32)

2,4 (1,1-4,4)

196 +43

51 +17

116 + 36

305

2,4+0,1

3,3+0,8

384 (339-450)

64 = 41

47 +14

31 (8-150)

24 £12

109 (74)

Tertile 3 (Nn=148)

(139,8-7441,8 rU/ml)

205 (163-337)

65+12

64 (43)

18 (12)

65 (44)

54 (36)

3,9 (1,4-8,0)

189 + 42

49 + 16

116 + 35

30+6

2,4+0,1

3,7 +0,7

388 (303-466)

100 £ 77

33 +13

100 (22-505)

3314

111 (75)

<0,001

<0,001

0,381

0,393

0,098

0,037

<0,001

0,258

0,030

0,501

0,922

0,448

<0,001

0,069

<0,001

<0,001

0,001

<0,001

<0,001
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Tertile 1 (n=148) Tertile 2 (n=148) Tertile 3 (n=148)
(14,8-72,9 rU/ml)  (73,3-139,3 rU/ml)  (139,8-7441,8 rU/ml)

ACE-I (%) 48 (32) 63 (43) 54 (36) 0,192
Statin (%) 63 (43) 77 (52) 76 (51) 0,192
?iz;ives Vitamin Ds 48 (32) 63 (43) 78 (53) 0,002
'(O;Zt)ives Vitamin Ds 2 (1) 4 (3) 27 (18) <0,001

Angegeben sind Anzahl (Prozentwert) bzw. Mittelwerte- + Standardabweichung. CRP
Spiegel und Albuminurie sind aufgrund fehlender Normalverteilung als Median
(Interquartil-Abstand) angegeben. KVE: Kardiovaskuldre Erkrankungen; CRP: C-reaktives
Protein; HDL-C: Lipoprotein hoher Dichte; LDL-C: Lipoprotein geringer Dichte; BMI: Body
mass index; FGF-23: Fibroblast Growth Factor-23; sKlotho: Iésliches (soluble) Klotho;
eGFR: estimated (geschétzte) glomeruldre Filtrationsrate; FePi: fraktionelle
Phophatausscheidung im Urin;, BB: Beta-Blocker; ACE-I: Angiotensin-Converting Enzym

Inhibitoren.

3.2 Jahrliche Nachbeobachtung

Die durchschnittliche ambulante Nachbeobachtungszeit betrug 2,3 + 1,2 Jahre, kein
Patient ging wéahrend der Nachbeobachtung verloren. Der definierte kombinierte Endpunkt
aus atherosklerotischer Ereignissen / Tod trat bei 81 Patienten (18%) auf, wobei sich bei
70 Patienten ein atherosklerotisches Ereignis eintrat und 11 Patienten an einem nicht-
kardialen / nicht-kardiovaskuldren Grund verstarben. Bei dem kombinierten Endpunkt aus
akuter kardialer Dekompensation / Tod fanden sich Ereignisse bei 47 Probanden, wobei
23 eine akute kardiale Dekompensation erlitten und 24 Probanden ohne vorherige

Manifestation einer kardialen Dekompensation verstarben.

Wahrend der Nachbeobachtung unserer CARE FOR HOMe Studie stellten sich Alter,
vorbestehende Herz-Kreislauferkrankung (CVD), verminderte linksventrikulare Funktion,
CRP, Parathormon, Nierenfunktion (berechnet mit eGFR) und die fraktionelle
Phosphatausscheidung im Urin als Pradiktoren des ereignisfreien Uberlebens dar.

Patienten, die ein atherosklerotisches Ereignis erlitten, hatten signifikant haufiger
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einen Diabetes mellitus, erhdhte Phosphatspiegel, eine Albuminurie, erniedrigtes
Gesamtcholesterin, erniedrigte HDL-C und LDL-C Plasmaspiegel. Das Gesamtcholesterin
und Phosphat waren zusétzlich bei den Patienten, welche eine akute kardiale
Dekompensation erlitten, im Vergleich zu den Probanden ohne Ereignis signifikant
verandert: Das Gesamtcholesterin war bei den Patienten mit Ereignissen niedriger als bei
den Patienten ohne Ereignis. Beim Phosphat verhielt es sich umgekehrt, die Patienten mit
einem Ereignis wiesen signifikant haufiger einen erhéhten Phosphatspiegel auf. (Tabelle
7)
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Tabelle 7: Charakteristika der Studienteilnehmer stratifiziert nach Ereignisstatus

Alter (Jahre)

Geschlecht weiblich (%)
Raucher (%)

Diabetes mellitus (%)
KVE (%)

verminderte LV Funktion (%)
CRP (mg/l)
Gesamtcholesterin (mg/dl)
HDL-C (mg/dl)

LDL-C (mg/dl)

BMI (kg/m?)

Kalzium (mmol/l)
Phosphat (mg/dl)

Parathormon (pg/ml)

Atherosklerotische Ereignisse

Ja Nein

(n=70) (n=374)
718 64 +13 <0,001
21 (30) 158 (42) 0,06
8 (11) 36 (10) 0,66
39 (56) 129 (34) 0,001
49 (70) 86 (23)  <0,001
16 (23) 46 (12) 0,03
4,0 (1,7-8,6) 2,6 (1,1-5,1) 0,008
177 £ 44 196 + 41 <0,001
46 £ 18 52 +17 0,002
104 + 33 118 £35 0,001
305 306 0,57
2,3+0,1 2,4+0,1 0,35
3,6 +£0,9 3,3+0,7 0,008
63 (41-110) 52 (37-77) 0,007

akute kardiale Dekompensation

Ja Nein

(n=23) (n=421) P
7327 65 = 13 0,002
7 (30) 172 (41) 0,39
1(4) 43 (10) 0,72
11 (48) 157 (37) 0,39
14 (61) 121(29) 0,002
16 (70) 46 (11)  <0,001
3,9 (2,498 27(1,1-51) 0,05
177 £36 194 = 42 0,05
50 = 14 52 + 17 0,71
10530 117 =36 0,12
32+5 305 0,09
2402 2410, 0,01
3905 34207  <0,001
101 (62-126) 52 (37-78)  <0,001
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Ja
(n=30)

73+8
8 (27)
3 (10)
14 (47)
18 (60)
12 (40)
4,2 (2,4-9,6)
180 + 40
50 + 21

110 +33

91 (62-117)

Ergebnisse

Tod
Nein

(n=414) P
65 +13 <0,001
171 (41) 0,13
41 (10) >0,99
154 (37) 0,33
117 (28) 0,001
50 (12) 0,001
26(1,1-49) 0,01
194 + 42 0,12
52 +17 0,35
116 + 36 0,41
305 0,29
2,4+0,1 0,54
3,4+0,7 0,12
51 (36-74)  <0,001
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Atherosklerotische Ereignisse akute kardiale Dekompensation Tod
Ja Nein Ja Nein Ja Nein

(n=70) (n=374) P (n=23) (n=421) P (n=30) (n=414) P
eGFR (ml/min/1,73m?) 36 £13 47 £ 16 <0,001 33+10 46 £ 16 <0,001 36 £15 46 + 16 0,001
Albuminurie (mg/g) 85 (24-399) 30 (7-155) 0,001 87 (24-179) 32 (7-195) 0,07 88(26-31) 31 (7-185) 0,005
FePi (%) 33+13 24 +£13 <0,001 35+10 25+13 <0,001 34 +£12 25+13 <0,001
BB (%) 56 (89) 245 (66) 0,02 21 (91) 280 (67) 0,01 25 (83) 276 (67) 0,07
ACE-| (%) 31 (44) 134 (36) 0,18 3 (13) 162 (38) 0,01 11 (37) 154 (37) >0,99
Statin (%) 45 (64) 171 (46) 0,006 15 (65) 201 (48) 0,13 17 (57) 199 (48) 0,45
Natives Vitamin D3 (%) 36 (51) 153 (41) 0,12 11 (48) 178 (42) 0,67 15 (50) 174 (42) 0,45
Aktives Vitamin D3 (%) 9 (13) 24 (6) 0,08 4 (17) 29 (7) 0,08 4 (13) 29 (7) 0,27

Angegeben sind Anzahl (Prozentwert) bzw. Mittelwerte- + Standardabweichung. CRP-Spiegel und Albuminurie sind aufgrund fehlender
Normalverteilung als Median (Interquartil-Abstand) angegeben. KVE: Kardiovaskuldre Erkrankungen; LV: Linksventrikuldr, CRP: C-
reaktives Protein; HDL-C: Lipoprotein hoher; LDL-C: Lipoprotein geringer Dichte; BMI: Body mass index; eGFR: estimated (geschétzte)
glomerulére Filtrationsrate; FePi: fraktionelle Phophatausscheidung im Urin;, BB: Beta-Blocker; ACE-I: Angiotensin-Converting Enzym

Inhibitoren.
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3.3 Pradiktive Eigenschaften von Klotho und FGF-23

Zur Erkennung mdglicher préadiktiver Eigenschaften wurden die CARE FOR HOMe
Probanden anhand der l6slichen Klotho und FGF-23-Plasmaspiegel nach Tertilen
unterteilt und eine Kaplan-Meier Analyse mit nachfolgender Log-Rank-Testung
durchgefuhrt. Bei Betrachtung der sKlotho-Plasmaspiegel zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede beziiglich des ereignisfreien Uberlebens zwischen den drei Tertilen, weder
bei dem kombinierten Endpunkt atherosklerotische Ereignisse / Tod (Abbildung a; p=0,42),
noch bei dem kombinierten Endpunkt akute kardiale Dekompensation / Tod (Abbildung b;
p=0,33). Im Gegensatz dazu zeigte die Einteilung nach FGF-23 Tertilen einen
signifikanten Unterschied in beiden Endpunkten: Sowohl bei dem kombinierten Endpunkt
atherosklerotische Ereignisse / Tod (Abbildung c; p=0,004), als auch beim kombinierten
Endpunkt akute kardiale Dekompensation / Tod (Abbildung d; p<0,001) war das Outcome

bei Patienten in der dritten im Vergleich zur ersten Tertile schlechter.
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Abbildung a: Lésliches Klotho und atherosklerotische Ereignisse / Tod
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Abbildung a: Lésliches Klotho und ereignisfreies Uberleben mit dem kombinierten
Endpunkt atherosklerotische Ereignisse / Tod.?’ Einteilung nach Klotho-Plasmaspiegeln
(Tertile 1: 171-358 pg/ml, Tertile 2: 359-444 pg/ml, Tertile 3: 446-2054 pg/ml). Die Kaplan-
Meier-Analyse mit Log-Rank Test ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Tertilen (p=0,42).
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Abbildung b: Lésliches Klotho und akute kardiale Dekompensation / Tod
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Abbildung b: Lésliches Klotho und Ereignisfreies Uberleben mit dem kombinierten
Endpunkt akute kardiale Dekompensation / Tod.?’ Einteilung nach Klotho-Plasmaspiegeln
(Tertile 1: 171-358 pg/ml, Tertile 2: 359-444 pg/ml, Tertile 3: 446-2054 pg/ml). Die Kaplan-
Meier-Analyse mit log-rank Test ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Tertilen (p=0,33).
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Abbildung c: FGF-23 und atherosklerotische Ereignisse / Tod
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Abbildung c¢: FGF-23 und ereignisfreies Uberleben mit dem kombinierten Endpunkt

atherosklerotische Ereignisse / Tod.?’ Einteilung nach FGF-23-Plasmaspiegeln (Tertile 1:
14,8 — 72,9 rU/ml, Tertile 2: 73,3 — 139,3 rU/ml, Tertile 3: 139,8 — 7441,8 rU/ml). Die

Kaplan-Meier-Analyse mit log-rank Test ergab einen signifikanten Unterschied zwischen
den Tertilen (p=0,004).
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Abbildung d: FGF-23 und akute kardiale Dekompensation / Tod
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Abbildung d: FGF-23 und ereignisfreies Uberleben mit dem kombinierten Endpunkt akute

kardiale Dekompensation / Tod.®’ Einteilung nach FGF-23-Plasmaspiegeln (Tertile 1: 14,8
— 72,9 rU/ml, Tertile 2: 73,3 — 139,3 rU/ml, Tertile 3: 139,8 — 7441,8 rU/ml). Die Kaplan-

Meier-Analyse mit log-rank Test ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den
Tertilen (p<0,001).
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3.4 Cox Regressionsanalyse

In der Cox Regressionsanalyse, durchgefihrt fir den kombinierten Endpunkt
atherosklerotische Ereignisse / Tod (Tabelle 8), waren erhéhte Spiegel von FGF-23, PTH,
FePi und Phosphat lediglich in der univariaten Analyse mit einem schlechteren Outcome
assoziiert. Fur sKlotho traf dies nicht zu, denn bereits in der univariaten Analyse zeigt sich
keine pradiktive Wertigkeit von sKlotho fur die vordefinierten Endpunkte. Die Cox
Regressionsanalyse fur den kombinierten Endpunkt akute kardiale Dekompensation / Tod
(Tabelle 9) zeigte ebenfalls lediglich in der univariaten Analyse, ein schlechteres
ereignisfreies Uberleben bei erhdhten Spiegel von PTH, FePi und Phosphat. Diese Marker
verloren nach Anpassung fur eGFR und Albuminurie ihre statistische Signifikanz.
Hingegen blieb die Assoziation zwischen FGF-23 und dem Endpunkt akute kardiale
Dekompensation / Tod auch nach Anpassung fur potentielle Stérvariablen wie Albuminurie
und eGFR bestehen. Auch nach weiteren Korrekturen flur Alter, Geschlecht,
vorbestehendem Diabetes mellitus und Herz-Kreislauferkrankungen, und schlieBlich fur
weitere CKD-MBD Parameter blieb FGF-23 ein statistisch signifikanter Pradiktor fur den
genannten Endpunkt.

In der multivariaten Analyse zeigte sich eindrucksvoll nach Stratifizierung von FGF-23 in
Tertile, dass das Risiko fir den kombinierten Endpunkt akute kardiale Dekompensation /
Tod bei Probanden in der dritten FGF-23 Tertile mehr als 4-fach héher war im Vergleich zu

Probanden in der ersten Tertile (Abbildung e; p=0,02).
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Tabelle 8: Cox Regressionsanalyse fur den kombinierten Endpunkt Atherosklerotische Ereignisse / Tod

Anpassung fir eGFR, In

Anpassung MreGRRLINY S, ik iie, Alter,

Afpassung e GRRL NN o iirieyAlier,

Anpassung fir eGFR

Univariate Analyse . Albuminurie, Alter und . Geschlecht, Diabetes
und In Albuminurie Geschlecht, Diabetes .
Geschlecht . mellitus, KVE und CKD-
mellitus und KVE
MBD Parameter
HR  95% KI p HR  95% KiI p HR  95% KI p HR  95% KI p HR 95% KiI p
Ln(;;:::]o 0,80 0,40-1,58 0,52 0,89 0,45-1,77 0,75 0,84 0,44-1,62 0,61 0,67 0,34-1,34 0,26 0,66 0,33-1,31 0,24

PTH (pg/ml) 1,00 1,00-1,01 0,006 1,00 1,00-1,00 0,94 1,00 1,00-1,00 0,90 1,00 1,00-1,01 0,90 1,00 1,00-1,00 0,95

FePi (%) 1,03 1,02-1,05 <0,001 1,01 0,99-1,03 0,26 1,01 0,98-1,03 0,66 1,00 0,98-1,02 0,93 1,00 0,98-1,03 0,86

P(r:g;?dr;?t 1,31 1,03-1,67 0,03 1,03 0,77-1,37 0,84 1,04 0,77-1,40 0,80 1,13 0,83-1,55 0,44 1,12 0,79-1,58 0,53
Ln FGF-23
(rU/ml) 1,50 1,22-1,85 <0,001 1,18 0,90-1,56 0,24 1,14 0,87-1,50 0,33 1,11 0,86-1,44 041 1,11 0,85-1,45 0,46

HR: Hazard ratio; Kl: Konfidenzintervall; Ln: Logarithmus naturalis; sKlotho: Iésliches (soluble) Klotho, PTH: Parathormon; FePi:
fraktionelle Phophatausscheidung im Urin; FGF-23: Fibroblast Growth Factor-23; KVE: Kardiovaskuldre Erkrankungen;, CKD-MBD:

Stérungen des Mineral- und Knochenstoffwechsels bei chronischer Nierenerkrankung.
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Tabelle 9: Cox Regressionsanalyse fur den kombinierten Endpunkt akute kardiale Dekompensation / Tod

Anpassung fir eGFR, In
Albuminurie, Alter,
Geschlecht, Diabetes

Anpassung fir eGFR, In
Albuminurie, Alter,
Geschlecht, Diabetes

Anpassung fir eGFR, In

e R

Univariate Analyse
varl y und In Albuminurie

Geschlecht mellitus und KVE mellitus, KVE und CKD-
MBD Parameter
HR  95% KI p HR  95% KiI p HR  95% KI p HR  95% KI p HR 95% KiI p
Ln(;;::};w 1,12 0,45-2,73 0,82 1,31 0,53-3,21 0,56 1,20 0,52-2,78 0,67 1,11 0,46-267 0,82 1,01 0,41-2,51 0,99

PTH (pg/ml) 1,01 1,02-1,06 <0,001 1,00 1,00-1,01 0,16 1,00 1,00-1,01 0,11 1,00 1,00-1,01 0,05 1,00 1,00-1,01 0,17

FePi (%) 1,04 1,02-1,06 <0,001 1,02 1,00-1,04 0,26 1,01 0,98-1,05 042 1,01 0,98-1,04 0,50 1,01 0,97-1,04 0,64

P(hrg;z;?t 1,40 1,06-1,84 0,02 1,09 0,76-1,55 0,65 1,08 0,73-1,59 0,72 1,14 0,76-1,70 0,53 1,05 0,64-1,72 0,84
Ln FGF-23
(rU/ml) 2,13 1,66-2,72 <0,001 1,86 1,37-2,54 <0,001 1,71 1,27-2,29 <0,001 1,66 1,24-224 0,001 1,60 1,17-2,18 0,003

HR: Hazard ratio; Kl: Konfidenzintervall; Ln: Logarithmus naturalis; sKlotho: Iésliches (soluble) Klotho, PTH: Parathormon; FePi:
fraktionelle Phophatausscheidung im Urin; FGF-23: Fibroblast Growth Factor-23; KVE: Kardiovaskuldre Erkrankungen;, CKD-MBD:

Stérungen des Mineral- und Knochenstoffwechsels bei chronischer Nierenerkrankung.
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Abbildung e: Hazard Ratio - FGF-23 und ereignisfreies Uberleben

1,00
So9sH T
- e T
g ------
n '
) -
-+
'S 0,90
Z
=
20
%
= HR 4,51 (KI: 1,33 - 15,21)
0,85
p=0,02
0,80 T T T T
0 1 2 3 4
Zeit (Jahre)

Ergebnisse

FGF-23 (rU/ml)
~ 71 Tertile 1
--+ "t Tertile 2

Tertile 3

Hazard Ratio - FGF-23 und ereignisfreies Uberleben.?° Einteilung nach FGF-23-
Plasmaspiegeln (Tertile 1: 14,8 — 72,9 rU/ml, Tertile 2: 73,3 — 139,3 rU/ml, Tertile 3: 139,8
— 7441,8 rU/ml). Die Hazard Ratio zeigt ein um 4,51 fach signifikant héheres Risiko fir
Patienten in der héchsten FGF-23 Tertile gegentiber der ersten Tertile (p=0,02). KiI:

Konfidenzintervall.
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4. Diskussion

In der vorgelegten Dissertation wurde an einer groBen Kohorte chronisch nierenkranker
Menschen die Assoziation etablierter Marker der CKD-MBD im Vergleich zu der
Assoziation neuer Marker der CKD-MBD, FGF-23 und I8sliches Klotho, mit
kardiovaskularen Ereignissen untersucht. Kardiovaskuldre Ereignisse wurden als
kombinierte Endpunkte atherosklerotische Ereignisse / Tod oder akute Kkardiale
Dekompensation / Tod definiert.

In den vergangenen Jahren wurde der CKD-MBD ein enormer Beitrag in der Pathogenese
kardiovaskularer Erkrankungen bei CKD Patienten zugesprochen: Frihere experimentelle
und epidemiologische Studien suggerierten bereits, dass die Hyperphosphatamie, der
Hyperparathyroidismus und die Hypovitaminose unabhangige kardiovaskulare

18, 81, 82

Risikofaktoren darstellen Interessanterweise konnte in den interventionellen

Studien, die Einnahme von Phosphatbindern, Cinacalcet, oder Vitamin D keine positive

Effekte auf Surrogatmarker der CVD ausiiben'® 8%

oder gar die kardiovaskulare
Ereignisrate reduzieren®®.

Trotz dieser vermeintlich negativen Ergebnisse hat die kurzliche Entdeckung der FGF-23 -
Klotho Achse das Interesse an der CKD-MBD und deren potentieller Beitrag zur
immensen kardiovaskularen Morbiditdt chronisch nierenkranker Menschen wieder
geweckt. Durch die Tatsache, dass FGF-23 und Klotho Knock-out Mduse eine deutlich
akzelerierte vaskulare Kalzifikation mit deutlich verkirzter Lebensspanne aufweisen®* *®,
kdénnte eine Beeinflussung der FGF-23- und Klotho-Plasmaspiegel eine vielversprechende
Therapieoption in der kardio-renalen Medizin darstellen.

Einen Hinweis dafir, dass l6sliches Klotho auf das kardiovaskuldre System protektiv
wirken koénnte, lieferten Hu et al. anhand eines CKD-Tiermodells, in welchem l6sliches
Klotho die Phosphataufnahme von glatten GefaBmuskelzellen senkte und somit die Tiere
vor vaskularen Kalzifikationen schitzte®. Lim et al. zeigte an menschlichen
GefaBmuskelzellen der Aorta, dass Urdmie zu einer Reduktion der Klotho-Expression und
Kalzifizierung der GeféaBmuskelzellen flhrte, wohingegen eine Steigerung der Kilotho-
Expression vor extrazellularen Kalziumablagerungen schiitzte®. Eine kirzlich
verbffentlichte Studie von Navarro-Gonzalez et al. brachte &hnliche Ergebnisse. In

besagter Studie untersuchte man I6sliches Serum-Klotho und die Kilotho-
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Genexpression in der GefaBwand der Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK). Hier
wurde beobachtet, dass bei Patienten mit relevanter KHK, im Gegensatz zu Patienten mit
nicht relevanter KHK (relevant ist definiert als ein Vorliegen von Stenosen = 50% in der
Koronarangiographie), ein signifikant niedrigeres l6sliches Klotho und eine verminderte
Klotho-Genexpression in der GefaBwand vorlag. Dieser Zusammenhang blieb auch nach

Beriicksichtigung etablierter kardiovaskulérer Risikofaktoren signifikant.?’

Zudem zeigte
eine weitere tierexperimentelle Studie der Arbeitsgruppe von Hu et al., dass auch das
kardiale Remodeling mit Hypertrophie und Fibrose signifikant mit einem niedrigen Klotho-
Plasmaspiegel und zudem mit einer Hyperphospatamie assoziiert ist. Ebenso korrelierten
erhdhte FGF-23-Plasmaspiegel mit dem kardialen Remodeling, allerdings nur im
Zusammenhang mit niedrigen Plasma Klotho Spiegeln.®®

Weiterhin wurde vor einigen Jahren ein Allel des Klotho Gens identifiziert (KI-VS), welches
in der Normalbevélkerung weit verbreitet ist und, bei Homozygotie, mit einer reduzierten

t89

Lebenserwartung assoziiert ist.” Arking et al. zeigten in einer weiteren Studie, dass bei

Vorhandensein des KI-VS Allels, das Risiko an einer frihzeitigen KHK bei okkulter

Atherosklerose zu erkranken erhoht ist.*°

Die Ergebnisse der diskutierten Studien suggerieren vaskulo- und kardioprotektive Effekte
des l6slichen Klotho, die in Diskrepanz zu den Ergebnissen unserer CARE FOR HOMe
Studie stehen: Wenn diese vaskulo- und kardioprotektiven Effekte aus diesen fihrend tier-
experimentellen Studien flir den Menschen relevant wéaren, dann miussten die CKD
Patienten mit hohen I8slichen Klotho Spiegeln hypothetisch ein geringeres Risiko fur
atherosklerotische Ereignisse, akuter kardialer Dekompensation und Tod aufweisen.

In unserer CARE FOR HOMe Studie fanden wir keine Beweise um diese Annahme zu
stutzen. Niedrige sKlotho-Plasmaspiegel waren weder mit einer erhohten Rate
atherosklerotischer Ereignisse, noch mit einer erhOhten Rate von akuter kardialer
Dekompensateion oder Tod vergesellschaftet. Somit ergénzt unsere Studie rezent
publizierte experimentelle Studien, welche weder eine relevante Klotho Expression in
glatten GefaBmuskelzellen®', noch Klotho-vermittelte Effekte von FGF-23 auf die
endotheliale Funktion oder GefaBkalzifikation zeigten®'. AuBerdem wurde die Idee einer
protektiven Rolle des loslichen Klotho durch die Inhibition einer aktiven Kalzium und

Phosphataufnahme durch glatte GefaBmuskelzellen widerlegt®.
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Im Gegensatz zu l6slichem Klotho stellte FGF-23 einen Préadiktor kardiovaskularer
Ereignisse in der CARE FOR HOMe Studie dar. In der univariaten Analyse wurde bei
Patienten mit hohen FGF-23-Plasmaspiegeln eine Assoziation mit atherosklerotischen
Ereignissen sowie mit akuter kardialer Dekompensation gezeigt. Allerdings verlor die
Assoziation zwischen erhéhten FGF-23-Plasmaspiegeln und atherosklerotischen
Ereignissen nach Korrektur fur die Nierenfunktion die statistische Signifikanz. Unsere
Ergebnisse stehen teilweise im Gegensatz zu denen der HOST Studie, bei welcher akute
Myokardinfarkte und periphere GefaBverschlisse durch die héchsten Baseline FGF-23
Spiegel vorhergesagt wurden.*® Allerdings waren die meisten HOST Probanden im GFR
Stadium G4 mit einer mittleren eGFR von 18 ml/min/1,73 m®. Somit waren in der HOST
Studie die FGF-23 Spiegel deutlich héher und die interindividuelle Variabilitat der Baseline
eGFR Spiegel erheblich niedriger als in der CARE FOR HOMe Studie. Folglich
beeintrachtigte die Anpassung fir die eGFR in HOST weniger die Assoziation zwischen
FGF-23 und atherosklerotischen Ereignissen. Im Gegensatz zur HOST-Studie &hneln die
Charakteristika der Teilnehmer der CRIC Studie eher den Teilnehmern der CARE FOR
HOMe: Zwar ist die CRIC Studie mit 3860 Probanden deutlich gréBer als unsere CARE
FOR HOMe Studie, aber es wurden ebenfalls Patienten im CKD-Stadium 2-4
eingeschlossen. Die neuesten Ergebnisse der CRIC-Studie bestéatigen die Ergebnisse der
CARE FOR HOMe Studie, denn auch in CRIC wurde gezeigt, dass mit zunehmenden
FGF-23 Spiegeln die Ereignisrate kardialer Dekompensationen signifikant zunahm. Ein
Unterschied bestand jedoch darin, dass die Assoziation zwischen erhéhten FGF-23-
Plasmaspiegeln und atherosklerotischen Ereignissen, anders als in der CARE FOR HOMe
Studie, auch nach Anpassung fir die Nierenfunktion statistisch Signifikant blieb.?® Erklaren
lieBe sich dies vermutlich durch die héhere Zahl der Probanden und Ereignisse. Wobei
man hier, aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse, die klinische Relevanz von FGF-23
und atherosklerotischen Ereignissen anzweifeln kann, da die Assoziation erst bei einer

groBen Zahl von Probanden und Ereignissen statistische Signifikanz erlangt.

In unserer CARE FOR HOMe Studie blieb FGF-23 ein starker, unabhangiger Pradiktor fur
akute kardiale Dekompensation und Tod, auch nach vollstdndiger Korrektur fir
Nierenfunktion, Alter, Geschlecht und andere CKB MBD-Parameter im multivariaten
Regressionsmodell. Unsere Ergebnisse werden durch prospektive Untersuchungen an

Patienten mit intakter Nierenfunktion gestutzt, bei diesen zeigte sich FGF-23
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ebenfalls als unabhéngiger Pradiktor in multivariaten Analysen fir akute kardiale
Dekompensation und Tod. Wie in der CARE FOR HOMe Studie konnte FGF-23, auch in
diesen Untersuchungen, nicht als Préadiktor fur klassische atherosklerotische Ereignissen
wie beispielsweise Myokardinfarkt fungieren.®* ® Entsprechend wurden 1309 Probanden
in der HOM SWEET HOMe Studie'® einer elektiven Koronarangiographie unterzogen, bei
welcher sich eine Assoziation zwischen FGF-23 und einer eingeschréankten
linksventrikularen Funktion sowie pravalenten Vorhofflimmern zeigte. Allerdings gab es
keinen Zusammenhang zum Vorhandensein und AusmaB einer koronaren
GefaBerkrankung®.

Tierexperimentelle Studien stitzen die auf der Grundlage epidemiologischer Daten
suggerierten direkten kardiotoxischen FGF-23 Effekte: Faul et al. demonstrierten, dass
FGF-23 Injektionen eine linksventrikulare Hypertrophie durch Klotho-unabhéngige
Aktivierung des Calcineurin-NFAT-Weg induzierten. Im Einklang zeigte sich, dass die
Entstehung der linksventrikularen Hypertrophie durch Gabe von Pan-FGF-
Rezeptorblockern verhindert werden konnte.** Allerdings zeigten Shalhoub et al., dass
eine Antikérper vermittelte FGF-23 Blockade nicht vor der Entwicklung einer

linksventrikularen Hypertrophie schiitzt.®’

Der ursachliche Zusammenhang zwischen FGF-
23 Exposition und zukunftiger Entstehung einer linksventrikularen Insuffizienz, eine
potenzielle langfristige Folge der linksventrikularen Hypertrophie, bleibt bis dato
unbewiesen. Agarwal et al. fanden im Einklang mit der uneinheitlichen experimentellen
Datenlage in der Heart and Soul Studie anhand von 887 Probanden keinerlei Assoziation
zwischen FGF-23 und linksventrikularer Masse bei Probanden mit erhaltener
Nierenfunktion. Einzig fur Probanden mit CKD bestand ein starker Zusammenhang

zwischen FGF-23 und konzentrischer linksventrikularer Hypertrophie.®®

Poss et al. untersuchten die Auswirkungen von FGF-23 auf die myokardiale Funktion
anhand von Patienten im kardiogenen Schock. Sie stellten die Hypothese einer mdglichen
reversen Kausalitdt auf, namlich dass die erhdéhten FGF-23-Plasmaspiegel unter
Umstanden auch Folge einer myokardialen Funktionsstérung sein kénnten und nicht deren
Ursache. Sie entdeckten zudem, das FGF-23 einen signifikanten Pradiktor fur Mortalitat
bei Patienten im kardiogenen Schock darstellt.”® Eine alternative Hypothese stellten
Andrukhova et al. auf: Sie fanden heraus, dass FGF-23 einen direkten Einfluss auf die

Membranverfligbarkeit des NaCl-Kotransporters im distalen Tubulus hat. Im
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Einklang zeigten sie, dass die renale Na-Reabsorption im distalen Tubulus bei Mausen mit
FGF-23- und Klotho-Mangel reduziert ist. Umgekehrt wurde die FGF-23 Funktion, durch
eine Erhéhung der FGF-23 Konzentration, sei es durch Gabe eines rekombinanten FGF-
23 oder durch einen endogenen FGF-23 Anstieg, verstarkt. Die Folge war eine erhéhte Na
Ruckresorption im distalen Tubulus mit daraus resultierender Volumenulberladung,
Hypertonie und linksventrikularer Hypertrophie. Dies kénnte die Assoziation von FGF-23
mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko bei CKD Patienten erklaren, ohne dass FGF-
23 direkt kardiotoxisch wirkt.'®

Derzeit kdnnen wir keine Aussage darlber treffen, in wie weit l6sliches Klotho die
Gewebe-Klotho-Expression  widerspiegelt. Dies héatte die  Asservierung von
Nierenbiopsaten im Rahmen der CARE FOR HOMe erfordert, was aber aufgrund des rein
observativen Studiendesigns nicht erfolgte. Neue Erkenntnisse lieferten rezent Olauson et
al. auf der Jahrestagung der American Society of Nephrology 2014 in Philadelphia (USA).
Dort zeigten sie, dass lésliches Klotho im Plasma nicht die Gewebeexpression von Klotho
widerspiegelt. Dennoch gehen wir davon aus, dass die meisten extra-renalen Effekte von
Klotho durch das zirkulierende I0sliche Klotho vermittelt werden, da die
Gewebeexpression von Klotho weitgehend auf Niere und Nebenschilddrise beschrankt
ist. Daher sollte die Klotho Expression im Gewebe erwartungsgeman starker mit der CKD
Progression als mit kardiovaskularem Outcome assoziiert sein.

Die aktuelle Datenanalyse erweitert unsere vorhergehende Auswertung der CARE FOR
HOMe Studie in Bezug auf die CKD-Progression, in welcher wir zeigten, dass lésliches
Klotho keine pradiktive Wertigkeit beziiglich des renalen Outcomes hat.®® Allerdings
konnten wir seit dieser Zeit die Studienkohorte um 123 Patienten erweitern, was eine
gréBere Datenbasis und somit eine gréBere statistische Power zur Folge hat. So zeigte
sich nun ein kleiner (wenn auch signifikanter) Abfall der I6slichen Klotho-Plasmaspiegel

entlang der CKD GFR Stadien, welcher in unserer ersten Analyse nicht ersichtlich war.®

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass l6sliches Klotho in der CARE FOR HOMe
Studie nicht mit atherosklerotischen Ereignissen, akuter kardialer Dekompensation oder
Tod assoziiert war. Im Gegensatz dazu haben wir die Bedeutung von FGF-23 als starken
pradiktiven Biomarker bei CKD Patienten untermauern kdénnen. Zusatzlich lieferten wir

neue Daten, die atherosklerotische von myokardialen FGF-23 Effekten abgrenzten.
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Anhang

6. Anhang

6.1 Einverstandniserklarung

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

im Rahmen lhres ambulanten Besuches in unserer Abteilung laden wir Sie ein, an einer
Untersuchung uber den Zusammenhang zwischen Entzindungsparametern im Blut,
GefaBverkalkung (Atherosklerose) und chronischer Nierenerkrankung teilzunehmen.
Hierzu bendtigen wir lhre Erlaubnis, eine Urinprobe und eine Blutprobe (54 ml) fir
Laboruntersuchungen zu verwenden. Zusatzlich méchten wir Sie bitten, einen
standardisierten Fragebogen zu Risikofaktoren und klinischen Zeichen einer Herz-
Kreislauferkrankung durchzufihren. Der Zeitaufwand betragt etwa 10 Minuten. SchlieBlich
mochten wir gerne bei Ihnen eine ausfuhrliche Ultraschalluntersuchung von Nieren- und
Milzdurchblutung, Herzfunktion und GefaBwanden durchfihren, die etwa 60 Minuten
dauern wird. Diese Ultraschalluntersuchung ist mit keinerlei Strahlenbelastung verbunden.
Innerhalb der ersten 5 Jahre nach dieser Untersuchung mdchten wir nochmals mit Ihnen
und / oder ihrem betreuenden Arzt jahrlich Kontakt aufnehmen, um uns Uber |hren
Gesundheitszustand zu erkundigen. Darlber hinaus mdchten wir Ihnen zu diesen
Zeitpunkten noch einmal eine Blutprobe (18 ml) enthehmen und Sie um eine Urinprobe
bitten.

Selbstverstandlich ist die Teilnahme an dieser Untersuchung fur Sie freiwillig. Wenn sie mit
der Teilnahme an unserer Untersuchung nicht einverstanden sind, entstehen l|hnen
selbstverstandlich keinerlei Nachteile in der medizinischen Behandlung.

Far Ruckfragen stehen wir Ihnen jederzeit persénlich zur Verfligung.

Mit der Untersuchung bin ich

O einverstanden O nicht einverstanden

Homburg, den

(Unterschrift)
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6.2 Datenschutzerklarung

Mir ist

bekannt, dass bei dieser klinischen Studie personenbezogene Daten, insbesondere

medizinische Befunde Uber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden sollen.

Die Verwendung der Angaben uber meine Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen

Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an der klinischen Studie folgende, freiwillig

abgegebene Einwilligungserklarung voraus, d. h. ohne die nachfolgende Einwilligung kann

ich nicht an der klinischen Studie teilnehmen.

1.

Name:

Datum

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

Ich bin uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung,
an der Studie teilzunehmen, widerrufe, mussen alle Stellen die meine
personenbezogenen Daten - insbesondere Gesundheitsdaten — gespeichert haben,
unverziglich prifen, inwieweit die gespeicherten Daten noch erforderlich sind. Nicht

mehr bendtigte Daten sind unverziglich zu I6schen.

Unterschrift:
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6.3 Fragebogen kardiovaskulares Risiko

1. Hatten Sie jemals Schmerzen oder Beschwerden in Ihrem Brustkorb?
O Ja

O Nein (falls Nein, bitte Fragen 2-9 Uberspringen, weiter mit Frage 10)

2. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim bergaufgehen oder
schnellem Gehen?

O Ja

O Nein (falls Nein, weiter mit Frage 9)

O Ich gehe nicht bergauf und gehe nicht schnell.

3. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen in normalem Tempo
in der Ebene?

O Ja

O Nein

4. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen
bekommen?

O Ich halte an oder laufe langsamer

O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 9)

(Bei Benutzung von Nitrospray: ,Ich halte an oder laufe langsamer“ ankreuzen)

5. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung

O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 9)
6. Wie rasch?

O Innerhalb von 10 Minuten

O Nicht innerhalb von 10 Minuten (weiter mit Frage 9)
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7. Zeigen Sie mir bitte, wo die Schmerzen oder die Beschwerden lokalisiert sind.

O Sternum (oberes oder mittleres Dirittel)

O Sternum (unteres Drittel)
O Linksseitige vordere Brustwand
O Linker Arm

(alle Angaben notieren)

8. Haben Sie diese Schmerzen oder Beschwerden sonst irgendwo?
O Ja (Notieren wo)
O Nein

9. Hatten Sie jemals einen schweren Schmerz Uber die Vorderseite Ihres Brustkorbes der
uber dreiBig Minuten oder langer anhielt?

O Ja

O Nein

10. Bekommen Sie Schmerzen beim Gehen in einem oder beiden Beinen?
O Ja

O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)

11. Begann dieser Schmerz jemals beim Stehen in Ruhe oder beim Sitzen?
O Ja (falls ja, weiter mit Frage 19)
O Nein

12. Wo im Bein empfinden Sie diesen Schmerz?
O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel ein.

O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel nicht ein (weiter Frage 19)

13. Bekommen Sie diesen Schmerz beim bergaufgehen oder schnellem Gehen?

O Ja
O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)

O Ich gehe nicht bergauf und gehe nicht schnell.
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14. Bekommen Sie diesen Schmerz beim Gehen in normalem Tempo in der Ebene?
O Ja
O Nein

15. Ist der Schmerz jemals wahrend des Gehens verschwunden?
O Ja (falls ja, weiter mit Frage 19)
O Nein

16. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen
bekommen?
O Ich halte an oder laufe langsamer

O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 19)

17. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung

O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 19)

18. Wie rasch?
O Innerhalb von 10 Minuten.
O Nicht innerhalb von 10 Minuten

19. Hatten Sie in den letzten zwei Jahren einen Herzinfarkt, eine Bypass-Operation oder
eine Aufdehnung von HerzkranzgeféaBen mittels Herzkatheter?

O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)

O Nein

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

O Ja, am ...

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

20. Hatten Sie in den letzten zwei Jahren einen Schlaganfall mit Beschwerden, die langer
als 24 Stunden angehalten haben?

O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)

O Nein

21. Hatten Sie in den letzten zwei Jahren einen Schlaganfall mit Beschwerden, die kirzer
als 24 Stunden angehalten haben, oder plétzlichen Sehverlust Gber weniger als 24
Stunden?

O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)

O Nein

22. Sind Ihre Halsschlagadern in den letzten zwei Jahren operiert oder mittels Katheter
aufgedehnt worden?

O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)

O Nein

23. Sind lhre Becken- oder Beinschlagadern in den letzten zwei Jahren mittels Bypass
operiert oder aufgedehnt worden (dies umfasst keine Krampfadern-OP)?

O Ja Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)

O Nein

24. Ist bei lhnen in den letzten zwei Jahren eine bdsartige Tumorerkrankung oder eine
chronische Entzindungserkrankung, etwa eine chronische Darmentzindung oder eine
chronische Leberentziindung diagnostiziert worden?

O Ja, Details (Krankenhaus, Zeitraum, Beschwerden...)

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

O Ja, Fieber <38,5°C, Details ...

O Nein

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

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

28. Wann haben Sie die letzte Zigarette geraucht?

29. Ist bei Ihnen in den letzten zwei Jahren ein Diabetes mellitus diagnostiziert worden?
O Ja

O Nein (weiter mit Frage 31)

30. Wie ist der Diabetes mellitus behandelt?

O Insulin

O blutzuckersenkende Tabletten

O Diat

31. An wie vielen Tagen der Woche betétigen Sie sich mind. 30 min sportlich in einem

AusmapB, dass Sie ins Schwitzen kommen? (falls ,0% weiter Frage 33a)

32. Welche Sportarten betrieben Sie hierbei mindestens einmal die Woche?

32a. Wie viele Stunden taglich schauen Sie unter der Woche (werktags, Mo-Fr)

fern?
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32b. Wie viele Stunden taglich schauen Sie am Wochenende (Sa-So) fern?

33a. Waren Sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme Uber mindestens acht Stunden niichtern?
O Ja
O Nein

33b. Wenn Sie das letzte Jahr betrachten, wie viele Glaser Alkohol haben Sie
durchschnittlich pro Woche, also von Montag bis Sonntag, getrunken? Wir betrachten
0,35 | Bier, 0,120 | (ein “Achtel”) Wein oder 45 ml Spirituosen als ein Glas Alkohol.
Bier ... Glaser
Rotwein ... Glaser
WeiBwein ... Glaser
Spirituosen ... Glaser
34. Nehmen Sie regelméBig (seit mindestens 14 Tagen té&glich) oder gelegentlich
(mindestens einmal in den letzten 14 Tagen) Medikamente oder Hormonpréparate wie die
Pille ein?
O Ja
O Nein
34a. Wie heiBen diese Medikamente oder Hormonpréaparate?
35. Hatten Sie jemals einen Knochenbruch?
35a. Wenn ja, bitte schildern Sie uns die Umstande dieses Knochenbruches?

35b. Wo wurde dieser ambulant versorgt?

35c. Wo wurde dieser Stationar versorgt?
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36. Mit wem durfen wir ein einem, drei und flunf Jahren telefonischen Kontakt aufnehmen,

um uns nach lhrem Gesundheitszustand zu erkundigen?

Mit Angehdrigen:

O Ja Name: ...
Telefonnummer: ...

O Nein

Mit Hausarzt:

O Ja Name: ...
Telefonnummer: ...

O Nein

37. War die 24 h Urinsammlung komplett?

Messungen:

- Gewicht: ...kg

- Haft- Taillienumfang: ...cm
- Umfang Oberarm: ...cm

- Hautfalten:

- Triceps: ...mm, Biceps: ...mm, Suprailiacal: ...mm, Subskapular: ...mm

- Blutdruck beidseits nach 5 min Sitzen

- Rechter Arm: ... /...mmHg, Linker Arm: ... /... mmHg
- Dann Raum verlassen und Blutdruckmessgerat automatisch jede Minute messen
lassen.

- 1min.../..mmHg
- 2min .../ ..mmHg

- 3min.../...mmHg
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- 4min .../ ..mmHg
- 5min.../...mmHg
- 6min.../..mmHg
- 7min .../ ..mmHg
- 8min.../...mmHg

6.4 Fragebogen Follow-up (telefonisch)

Sehr geehrte Frau / Herr,

mein Name ist xxx, ich bin Mitarbeiter des Universitatsklinikums des Saarlandes. Im Jahr
20... haben Sie sich in ambulanter Behandlung der Nephrologischen Ambulanz des
Universitatsklinikums Homburg befunden. Freundlicherweise erlaubten Sie damals
gegenuber unseren Mitarbeitern, dass wir Sie erneut kontaktieren durfen, um lhnen
telefonisch einige Fragen zu Ihrem Gesundheitszustand zu stellen. Haben Sie jetzt Zeit,

gemeinsam mit mir diese Fragen zu beantworten?

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

O Ja, am ...

O Nein

1a. Wenn ja, in welchem Krankenhaus erfolgte die stationdre Behandlung?
2. Hatten Sie in den letzten 24 Monaten, also seit dem .../.../20... eine (erneute) Bypass-
Operation?
O Ja, am ...

O Nein

2a. Wenn ja, in welchem Krankenhaus erfolgte die Operation?
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3. Hatten Sie in den letzten 24 Monaten, also seit dem .../.../20..., eine Aufdehnung von
HerzkranzgefaBen mittels Herzkatheter?

O Ja, am ...

O Nein

3a. Wenn ja, in welchem Krankenhaus erfolgte die Untersuchung?

4. Hatten Sie in den letzten 24 Monaten, also seit dem .../.../20..., einen Schlaganfall mit
Stérungen des Sprachzentrums, L&hmungen oder Gefuhlsverlusten der GliedmaBen, die
langer als 24 Stunden angehalten haben?

O Ja, am ...

O Nein

O (Nein, aber TIA am ...)

4a. Wenn ja, in welchem Krankenhaus erfolgte die Behandlung?
4b. Welche Beschwerden hatten Sie im Rahmen dieses Schlaganfalles?
4c. Wie lange hielten diese Beschwerden an?
5. Sind Ihre Halsschlagadern in den letzten 24 Monaten, also seit dem .../.../20..., operiert
oder mittels Katheter aufgedehnt?
O Ja, OP, am ...
O Ja, Intervention, am ...
O Nein
5a. Wenn ja, in welchem Krankenhaus erfolgte die Operation oder Aufdehnung?
6. Sind lhre Becken- oder Beinschlagadern in den letzten 24 Monaten, also seit dem

...[...120... mittels Bypass operiert oder mittels Katheter aufgedehnt? (Hierbei sind keine

Operationen von ,Krampfadern“ gemeint!)
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O Ja, OP, am ...; Artder OP ...
O Ja, Intervention, am ...; Art der Intervention ...
O Nein

7. Waren sonstige Operationen an den Beinen oder FiBen erforderlich?
O Ja, Amputation, am ...
O Nein
8. Wurden Sie in den letzten 24 Monaten, also seit dem .../.../20..., aufgrund einer anderen
Herzerkrankung, z B Herzschwache mit Wassereinlagerungen in Lunge oder Beinen,
stationar aufgenommen?
O Ja, am ...
O Nein
8a.Wenn ja, in welchem Krankenhaus erfolgte die stationére Behandlung?
9. Hatten Sie jemals einen Knochenbruch?
9a. Wenn ja, bitte schildern Sie uns die Umstande dieses Knochenbruches?
9b. Wo wurde dieser ambulant versorgt?
9c Wo wurde dieser Stationar versorgt?
10. Ist bei lhnen in den letzten 24 Monaten, also seit dem .../.../20..., eine bosartige
Tumorerkrankung oder eine chronische Entzindungserkrankung, etwa eine chronische

Darmentziindung oder eine chronische Leberentziindung diagnostiziert worden?

11. Wer betreut Sie momentan hinsichtlich lhrer Nierenerkrankung?
Dr. ...in ...
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12. Wann sind das letzte Mal die Nierenwerte (Kreatinin) bestimmt worden?
. 120...

13. Wer hat diese Blutentnahme durchgefihrt?
Dr. ...in ...

14. Wir wirden uns freuen, in den nachsten Wochen nochmals eine nierenfacharztliche
Kontrolle bei lhnen durchzufihren. Sind Sie damit einverstanden? (Nur falls der Arzt kein

Nephrologe)

Vielen Dank fur lhre freundliche Mitarbeit. Sofern Sie einverstanden sind, mdéchten wir Sie

gerne in den nachsten Jahren noch einmal kontaktieren.
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