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AbKkiirzungsverzeichnis

cFGF23 c-terminal Fibroblast Growth Factor 23; c-terminaler
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23

CKD Chronic Kidney Disease; chronische Nierenerkrankung

CKD-MBD Chronic Kidney Disease - Mineral and Bone Disorder

CRP C-reaktives Protein

CVD Cardiovascular Disease; Kardiovaskuldre Erkrankung

DNA Deoxyribonucleic Acid; Desoxyribonukleinsdure

eGFR Estimated Glomerular Filtration Rate; geschitzte
glomerulidre Filtrationsrate

ESRD End-stage Renal Disease

FePi Fractional excretion of phosphate; Fraktionelle
Phosphatausscheidung

FGF23 Fibroblast Growth Factor 23; Fibroblasten-Wachstumsfaktor
23

FGFR4 Fibroblast Growth Factor Receptor 4

FRET Forster-Resonanzenergietransfer

GFR Glomerular Filtration Rate; glomeruldre Filtrationsrate

HDL High-density lipoprotein

1IFGF23 Intact Fibroblast Growth Factor 23; intakter Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 23

KDIGO Kidney Disease Improving Global Outcomes

KDOQI Kidney Disease Outcomes Quality Initiative

KHK Koronare Herzkrankheit

LDL Low-density lipoprotein

LVMI Left Ventricular Mass Index; linksventrikuldrer Massenindex

LVH Linksventrikuldre Hypertrophie

MDRD Modification of Diet in Renal Disease

NT-proBNP N-terminales pro Brain Natriuretic Peptide

pAVK

Periphere arterielle Verschlusskrankheit




PCR

Polymerase Chain Reaction; Polymerasekettenreaktion

PTA Perkutane transluminale Angioplastie
PTCA Perkutane transluminale Coronarangioplastie
SNP Single Nucleotid Polymorphism;

Einzelnukleotidpolymorphismus




1. Zusammenfassung

Einfluss von FGFR4- und Klotho-Polymorphismen auf die linksventrikuliire

Hypertrophie bei chronisch nierenkranken Patienten

Erhohte Plasmaspiegel des Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) pridizieren auch nach
Korrektur fiir die glomerulére Filtrationsrate (GFR) zukiinftige kardiovaskulire Ereignisse bei
chronisch nierenkranken Patienten. Rezente tierexperimentelle Studien suggerieren, dass
FGF23 iiber eine Aktivierung des FGF-Rezeptors 4 (FGFR4) eine linksventrikulédre
Hypertrophie direkt und unabhingig vom FGF23-Korezeptor Klotho induziert. In
konkurrierenden Studien erwies sich jedoch nicht ein Anstieg von FGF23, sondern eine
Verminderung der Plasmaspiegel von loslichem Klotho als Induktor der kardialen
Hypertrophie.

Um die klinische Relevanz dieser gegensitzlichen tierexperimentellen Daten zu iiberpriifen,
untersuchten wir in der prospektiven CARE FOR HOMe-Studie, inwieweit das Vorliegen
genetischer Varianten von FGFR4 und Klotho einerseits mit priavalenter linksventrikuldrer
Hypertrophie bei Studienbeginn und andererseits mit Verédnderungen dieser innerhalb einer
fiinfjahrigen Nachbeobachtungszeit assoziiert ist. Dariliber hinaus untersuchten wir, ob das
Vorliegen dieser genetischen Varianten einen Einfluss auf das Auftreten inzidenter kardialer

Dekompensationen hat.

Die CARE FOR HOMe-Studie rekrutierte 544 chronisch nierenkranke Patienten in den
GFR-Kategorien G2 bis G4. Von 519 Teilnehmern wurde DNA isoliert und Single Nucleotid
Polymorphismen fiir FGFR4 (Gly388Arg) und Klotho (Phe352Val) mittels qualitativer Real-
Time PCR genotypisiert.

Zur Bestimmung von Parametern der linksventrikuliren Hypertrophie wurden
Echokardiographien zum Studieneinschluss (n = 458) und zur Nachuntersuchung nach fiinf
Jahren (n = 254) durchgefiihrt. Die Untersuchungen folgten den Empfehlungen der American
Society of Echocardiography und wurden von einem einzigen Arzt durchgefiihrt. Uber einen
Zeitraum von 5,1 + 2,1 Jahren wurde bei den Teilnehmern das Auftreten des priméren

Endpunktes (kardiale Dekompensation) erfasst.



Zusammenfassung

Patienten mit unterschiedlichem FGFR4-Genotyp unterschieden sich weder in
Querschnittsanalysen in Bezug auf den Left Ventricular Mass Index (LVMI) (Gly/Gly: 91,7 +
28,5 g/m?, Gly/Arg: 91,4 + 244 g/m?, Arg/Arg: 93,9 + 28,7 g/m? p = 0,861) noch in
Liangsschnittanalysen in Bezug auf Verdnderungen des LVMI innerhalb der fiinfjahrigen
Nachbeobachtung (Gly/Gly: + 0,1 £ 17,9 g/m?, Gly/Arg: + 1,5 + 23,1 g/m?, Arg/Arg: - 7,7 £
24,1 g/m? p = 0,181). Patienten mit unterschiedlichem Klotho-Genotyp unterschieden sich
ebenso nicht signifikant beziiglich der LVMI (Phe/Phe: 91,1 + 25,4 g/m?, Phe/Val: 92,8 & 28,2
g/m?, Val/Val: 100,9 + 48,0 g/m?, p = 0,379) und beziiglich Anderungen des LVMI (Phe/Phe:
- 0,2+ 19,5 g/m?, Phe/Val: + 0,2 £ 25,3 g/m?, Val/Val: - 0,1 £ 21,0 g/m?, p =0,995).

Innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums erlitten 119 Patienten eine kardiale
Dekompensation. Weder Gly388Arg- noch Phe352Val-Genotypen waren in univariaten
Analysen mit Auftreten einer kardialen Dekompensation assoziiert (log rank Test: Gly388Arg:

p =0,316; Phe352Val: p = 0,765).

Zusammenfassend konnten wir in der CARE FOR HOMe-Kohorte zeigen, dass genetische
Varianten von FGFR4 und Klotho bei chronisch nierenkranken Patienten weder mit einer
linksventrikuléren Hypertrophie in Querschnittsanalysen noch mit Verdnderungen dieser in
Liangsschnittanalysen assoziiert ist. Dariliber hinaus sind diese Varianten nicht mit dem
Auftreten einer kardialen Dekompensation assoziiert. Bevor tierexperimentelle Daten in Form
pharmakologischer Interventionen in die klinische Nephrologie tibersetzt werden konnen, sind
daher weitere Studien an groferen Patientenkollektiven ndtig, um einen kausalen Einfluss von
FGFR4 und Klotho auf die Genese der linksventrikuldren Hypertrophie bei chronisch

nierenkranken Patienten zu untersuchen.



Summary

2. Summary

Impact of SNPs within FGFR4 and Klotho genes on left ventricular hypertrophy in

chronic kidney disease patients

High circulating levels of fibroblast growth factor 23 (FGF23) predict future cardiovascular
events in patients with chronic kidney disease (CKD) even after adjustment for glomerular
filtration rate (GFR). Recent rodent studies suggest that high plasma levels of FGF23 may
directly induce left ventricular hypertrophy (LVH) by activating FGF-receptor 4 (FGFR4)
independently from its co-receptor Klotho. Opposing studies however reported a deficiency of
soluble Klotho, rather than high circulating levels of FGF23, to aggravate LVH.

To prove the clinical relevance of these opposed pathophysiological pathways, we examined
whether SNPs within the FGFR4 and Klotho genes affect the risk of prevalent LVH and of
alteration of LVH within a 5-year-follow-up. Moreover, we investigated if these SNPs have an

impact on the risk of incident cardiac decompensations.

The CARE FOR HOMe study recruited 544 chronic kidney disease G2 - G4 patients, of whom
519 patients consented to DNA isolation and genotyping using qualitative real-time PCR
(Gly388Arg for FGFR4 and Phe352Val for klotho).

To determine LVH, echocardiography was conducted at baseline (n = 458) and after 5-year-
follow-up (n = 254) by one single physician following American Society of Echocardiography
guidelines. All patients were followed for the occurrence of the primary endpoint cardiac

decompensation for 5.1 + 2.1 years.

Carriers of the different alleles of Gly388Arg did neither differ significantly in their left
ventricular mass index (LVMI) (Gly/Gly: 91.7 + 28.5 g/m?, Gly/Arg: 91.4 + 24.4 g/m?,
Arg/Arg: 93.9 + 28.7 g/m?, p = 0.861) nor did they in alteration of their LVMI within a 5-year-
follow-up (Gly/Gly: + 0,1 + 17,9 g/m?, Gly/Arg: + 1,5 + 23,1 g/m?, Arg/Arg: - 7,7 + 24,1 g/m?,
p = 0,181). Similarly, carriers of the different Phe352Val alleles did not differ significantly in
their LVMI (Phe/Phe: 91,1 + 25,4 g/m?, Phe/Val: 92,8 + 28,2 g/m?, Val/Val: 100,9 + 48,0 g/m?,
p = 0,379) and in the alteration of their LVMI within five years (Phe/Phe: - 0,2 + 19,5 g/m?,
Phe/Val: + 0,2 + 25,3 g/m?, Val/Val: - 0,1 £21,0 g/m?, p = 0,995).
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Summary

During follow-up, cardiac decompensation occurred in 119 patients. Neither Gly388Arg nor
Phe352Val genotypes were significantly associated with risk of cardiac decompensation in

univariate analysis (log rank test: Gly388Arg: p = 0.316; Phe352Val: p = 0,765).

In summary, we could show in the CARE FOR HOMe cohort that in CKD patients, genetic
variants of FGFR4 and Klotho are associated neither with prevalent LVH in cross-sectional
analyses nor with alterations of LVH in longitudinal analyses. Moreover, these genetic variants
are not associated with risk of incident cardiac decompensation. We suggest to analyze the
causal impact of FGFR4 and klotho on LVH in larger CKD cohorts before transferring

preclinical data into pharmacological interventions for clinical nephrology.
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3. Einleitung

3.1. Epidemiologische Bedeutung der chronischen Nierenerkrankung

Eine chronische Nierenerkrankung (CKD, Chronic Kidney Disease) ist gemdl der Festlegung
der KDIGO-Leitlinien (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) [76] als eine iiber
mindestens drei Monate bestehende strukturelle oder funktionelle Beeintrdchtigung der Niere
definiert. Dabei wird sie anhand der Ursache der Beeintrdchtigung, der glomeruldren

Filtrationsrate (GFR) und der Albuminurie klassifiziert.

Tabelle 1. Kategorien der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) bei chronischer

Nierenerkrankung nach KDIGO

KDIGO GFR-Kategorie GFR (ml/min/1,73 m?) Beschreibung

Gl >90 Normale oder erhohte GFR

G2 60 - 89 GFR leicht erniedrigt

G3a 45 -59 GFR leicht bis moderat
erniedrigt

G3b 30-44 GFR moderat bis stark
erniedrigt

G4 15-29 GFR stark erniedrigt

G5 <15 Nierenversagen

Tabelle 2. Kategorien der Albuminurie bei chronischer Nierenerkrankung nach KDIGO

KDIGO Albuminurie- Albuminurie Beschreibung

Kategorie (mg/g Kreatinin)

Al <30 Normale bis leicht erhdhte
Albuminurie

A2 30-300 Moderat erhohte
Albuminurie

A3 > 300 Stark erhohte Albuminurie

12
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Die chronische Nierenerkrankung weist in westlichen Industrieldndern, bedingt durch eine sich
wandelnde Altersstruktur und ansteigende Komorbidititen, eine seit Jahren steigende Priavalenz
auf und entwickelt sich daher zu einer zunehmenden medizinischen und auch 6konomischen
Herausforderung [33,90]. So zeigte sich in den Erhebungen der National Health and Nutrition
Examination Surveys (NHANES) in den Vereinigten Staaten die Pridvalenz des Vorliegens
einer CKD in den GFR-Kategorien 3 bis 4 von 4,8 % im Zeitraum von 1988 bis 1994 auf einen
Wert von 6,9 % im Zeitraum von 2011 bis 2012 [109]. Fiir die deutsche Bevolkerung schétzt
eine Datenanalyse der bundesweiten DEGS1-Erhebung (Studie zur Gesundheit Erwachsener in
Deutschland) des Robert-Koch-Instituts, dass 12,7 % der deutschen Bevolkerung im Alter
zwischen 18 und 79 Jahren entweder eine eingeschrinkte GFR oder eine Albuminurie

aufweisen [47].

3.2. Kardiovaskulidre Komplikationen der chronischen Nierenerkrankung

In der klinischen Betreuung chronisch nierenkranker Patienten stellt die Verhinderung einer
Progression der CKD bis hin zur terminalen Niereninsuffizienz (ESRD; End-Stage Renal
Disease) und der damit einhergehenden Dialysepflichtigkeit klassischerweise die zentrale Saule
der Therapie dar.

Dass jedoch fiir chronisch nierenkranke Menschen nicht alleine die Progression der CKD von
essentieller prognostischer Bedeutung ist, zeigen rezente epidemiologische Beobachtungen. So
konnten Go und Mitarb. in der prospektiven Kaiser Permanente Renal Registry Studie mit
1 120 295 US-Amerikanern aus der Allgemeinbevdlkerung zeigen, dass eine Assoziation
zwischen einer niedrigen geschitzten glomeruldren Filtrationsrate (eGFR) bei Studienbeginn
und einem erhohten Risiko fiir das Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse,
Krankenhausaufnahmen und Todesfille besteht [48].

Dieses gesteigerte kardiovaskuldre Risiko bei chronisch nierenkranken Patienten spiegelt sich
in einem substantiell hoheren Risiko wider, im Verlauf der Nierenerkrankung an einem
kardiovaskuldren Ereignis zu sterben, als dialysepflichtig zu werden [25].

In der Vergangenheit wurde diese kardiovaskuldre Komorbiditit chronisch nierenkranker
Menschen vor allem auf das vorzeitige Auftreten atherosklerotischer Erkrankungen
zuriickgefiihrt [92]. So weist der Datenreport des US Renal Data Systems (USRDS) aus dem
Jahr 2008 mit fortschreitender Nierenerkrankung eine ansteigende Inzidenz und Mortalitétsrate

akuter Myokardinfarkte auf [22]. Ebenso konnte eine erhdhte Inzidenz zerebraler Insulte [88]
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und peripher-arterieller Verschlusskrankheiten [114,115] bei nierenkranken Menschen
beobachtet werden.

In den letzten Jahren wurde jedoch erkannt, dass fiir die hohe Pridvalenz kardiovaskuldrer
Erkrankungen bei chronisch nierenkranken Menschen insbesondere myokardiale
Erkrankungen verantwortlich erscheinen [131]. So tritt bereits in frilhen Stadien der
chronischen Nierenerkrankung eine linksventrikuldre Hypertrophie auf [119], welche
langfristig die Gefahr einerseits von malignen Arrhythmien [19], andererseits einer
Herzinsuffizienz birgt [31]. Ubereinstimmend damit wurde in der populationsbasierten ARIC-
Kohorte (Atherosclerosis Risk in Communities) fiir US-Amerikaner mittleren Alters gezeigt,
dass das Risiko eines inzidenten Vorhofflimmerns fiir Patienten mit eingeschriankter eGFR <
60 ml/min/1,73 m? im Vergleich zu Patienten mit erhaltener GFR > 90 ml/min/1,73 m?um den
Faktor 1,6 erhoht [3] und das Risiko einer inzidenten Herzinsuffizienz fiir diese Patienten
nahezu verdoppelt ist [78].

Patienten mit fortgeschrittener chronischer Nierenerkrankung weisen regelmaBig
linksventrikuldre Erkrankungen auf. In einer Kohorte von 433 inzidenten Dialysepatienten
wiesen 74 % der Teilnehmer zu Beginn der Dialyse eine linksventrikuldre Hypertrophie und 15
% bereits eine systolische Dysfunktion auf [41]. In einer weiteren Kohorte von 137 inzidenten
Dialysepatienten war wihrend einer 41-monatigen Nachbeobachtung die Anderung des Left
Ventricular Mass Index (LVMI) innerhalb eines Jahres mit der spéteren Entwicklung einer
Herzinsuffizienz assoziiert [42]. In einer dritten Kohorte von 432 inzidenten Dialysepatienten
wiesen 16% der Teilnehmer eine systolische Dysfunktion und 41% eine linksventrikuldre
Hypertrophie auf; diese betroffenen Patienten hatten ein wesentlich hoheres Mortalitétsrisiko
als herzgesunde Probanden [120].

Im Einklang damit konnten Zoccali und Mitarb. bei priavalenten Dialysepatienten zeigen, dass
echokardiographische Parameter der linksventrikuldren Funktion unabhéngig von
traditionellen Risikofaktoren das Eintreten kardiovaskuldrer Ereignisse voraussagen [180].
Umgekehrt konnten London und Mitarb. nachweisen, dass ein Riickgang der linksventrikuléren

Hypertrophie bei pravalenten Dialysepatienten die Gesamtmortalitdt substantiell reduziert [95].

3.3. Kardiovaskuliare Risikofaktoren bei chronisch nierenkranken

Menschen

Bei chronisch nierenkranken Patienten liegt eine erhohte Privalenz klassischer

kardiovaskuldrer Risikofaktoren vor [121], zumal eine CKD héufig ursidchlich auf eine
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arterielle Hypertonie und einen Diabetes Mellitus zuriickgefiihrt werden kann [45]. Intuitiv
vermutet man daher, dass die hohe kardiovaskuldre Mortalitit im Wesentlichen durch
klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren begriindet ist. Longenecker und Mitarb. [96]
konnten in der CHOICE-Studie bei inzidenten Dialysepatienten jedoch zeigen, dass
traditionelle Risikofaktoren das hohe Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen nicht alleine
erkldren kdnnen.

Im FEinklang damit bewirkt eine Reduktion einzelner klassischer kardiovaskuldrer
Risikofaktoren nur eine eingeschriankte Verbesserung der Prognose. So konnte bei terminal
niereninsuffizienten Patienten flir die medikamentdse Senkung des LDL-Cholesterins mit
Statinen keine substantielle Prognoseverbesserung erreicht werden [37,165], wohingegen bei
nierengesunden Patienten diese Therapie zu einer erheblichen kardiovaskuldren
Prognoseverbesserung fiihrt [23].

Zwei zentrale nicht-klassische Risikofaktoren bei nierenkranken Menschen sind die
verminderte glomeruldre Filtrationsrate und die Albuminurie, welche bei Diabetikern und
Nicht-Diabetikern [44] und gleichermallen bei Patienten mit und ohne arterielle Hypertonie
[98] zukiinftige kardiovaskuldre Ereignisse vorauszusagen vermdgen.

In der Kaiser Permanente Renal Registry Studie [48] konnte dariiber hinaus eine von
klassischen Risikofaktoren unabhdngige Assoziation der eGFR mit der kardiovaskuldren
Mortalitit beobachtet werden. Matsushita und Mitarb. [102] konnten aufBlerdem in einer
Metaanalyse zeigen, dass die Hinzunahme der GFR und der Albuminurie die Préadiktion
kardiovaskuldrer Ereignisse in der Allgemeinbevolkerung signifikant gegeniiber alleiniger
Betrachtung klassischer Risikofaktoren verbessert.

Uber die GFR und die Albuminurie hinaus sind weitere nicht-klassische kardiovaskulire
Risikofaktoren seit einiger Zeit Fokus intensiver Untersuchung zur kardiovaskuldren

Ereignisrate bei chronisch nierenkranken Menschen (sieche Tabelle 3).

Tabelle 3. Klassische und Nicht-klassische Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
bei Chronischer Nierenerkrankung nach Sarnak und Mitarb. [132]

Klassische Risikofaktoren Nicht-klassische Risikofaktoren
= Hoheres Alter = Dysregulierter Calcium-Phosphat-
= Minnliches Geschlecht Metabolismus
= Arterielle Hypertonie = Ogxidativer Stress
= Erhohtes LDL-Cholesterin = Chronische Inflammation
= Diabetes Mellitus = Malnutrition
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= Rauchen = Erhohtes Homocystein

= Korperliche Inaktivitét * Andmie

Als wichtiger nicht-klassischer Risikofaktor wird dabei insbesondere der dysregulierte
Mineral- und Knochenstoffwechsel chronisch nierenkranker Menschen (,,Chronic Kidney
Disease - Mineral and Bone Disorder”; CKD-MBD) betrachtet. Die CKD-MBD steht seit
mehreren Jahrzehnten im Fokus der klinischen Nephrologie, da hier, anders als etwa fiir
oxidativen Stress oder chronische Inflammation, etablierte therapeutische Interventionen zur

Verfiigung stehen. Die klinischen Kriterien der CKD-MBD sind in Tabelle 4 aufgezeigt.

Tabelle 4. Kriterien der Chronic Kidney Disease - Mineral and Bone Disorder [75]

= Storung des Calcium-, Phosphat-, Parathormon- oder Vitamin D-Stoffwechsels
=  Storung in Knochenumsatz, -mineralisierung, -volumenwachstum oder -stéirke

= Extraskelettale Kalzifikation

Im traditionellen Verstdndnis ist die CKD-MBD klinisch geprigt durch das Auftreten einer
Hypovitaminose D, einer Hyperphosphatdmie und eines sekundédren Hyperparathyreoidismus
[91]. Das Vorliegen dieser einzelnen Stérungen ist dabei unabhingig mit einer erhohten
Morbiditdt und Mortalitét assoziiert [79,152,161,168].

Im klinischen Alltag stehen daher die Identifikation und die Behandlung dieser Stérungen im
Vordergrund, obgleich mehrere randomisiert-kontrollierte Studien keine Evidenz fiir eine
kardiovaskuldre Risikoreduktion durch eine medikamentdse Intervention liefern konnten. So
wurden weder in der PRIMO- [153] noch in der OPERA-Studie [162] positive Effekte einer
Gabe von aktiven Vitamin-D-Analoga auf linksventrikuldre Masse und Funktion beobachtet.
Die Ergebnisse der EVOLVE-Studie zeigten weiterhin, dass das Calcimimetikum Cinacalcet
keine signifikante kardiovaskulédre Risikoreduktion bei Patienten mit Hyperparathyreoidismus
bewirkt [20].

Ebenso konnte fiir Phosphatbinder zwar eine Senkung der Phosphatspiegel nachgewiesen
werden, allerdings fehlen prospektive Studien, die eine Reduktion von kardiovaskuldren
Ereignissen durch Phosphatbinder aufzeigen. Einzelne Studien weisen insbesondere bei
Verwendung calciumhaltiger Phosphatbinder sogar auf eine mdgliche Progression von
Gefdlverkalkungen hin, was die Sicherheit und Effizienz dieser Medikamente in Frage stellt

[12].
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3.4. Physiologische Aspekte von FGF23

Die Entdeckungen des Fibroblasten-Wachstumsfaktors 23 (Fibroblast Growth Factor 23,
FGF23) sowie seines Korezeptors Klotho haben dabei das Verstindnis der Mineral- und
Knochenstoffwechselstorungen bei chronisch nierenkranken Patienten bedeutend verbessert
[127]. Fibroblasten-Wachstumsfaktoren spielen wichtige Rollen in verschiedenen biologischen
Prozessen wie der Angio- und Mitogenese, der Zelldifferenzierung und -migration und
Gewebsreparaturmechanismen [68].

FGF23 wurde erstmals im Jahr 2000 von Yamashita und Mitarb. [175] im murinen
ventrolateralen Thalamuskern als Teil dieser Familie beschrieben. Das Gen fiir FGF23 ist auf
Chromosom 12 lokalisiert [68], und codiert fiir das FGF23-Protein, welches aus 251
Aminosduren zusammengesetzt ist, bestehend aus einer 24 Aminosduren langen N-terminalen
Signalsequenz, einer ,,FGF-like-Sequenz und der FGF23-spezifischen C-terminalen Region
[176].

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren lassen sich nach ihren jeweiligen Aktionsmechanismen in
eine intrazelluldre, eine parakrine und eine ,,hormone-like* Subgruppe einteilen [68], FGF23
gehort dabei zusammen mit FGF19 und FGF21 der ,,hormone-like* Subgruppe an [49]. FGF23
wird mafB3geblich in Osteozyten und Osteoblasten in Knochen exprimiert [155], allerdings auch
in deutlich niedrigeren Mengen in Zellen in Thymus, Gehirn, Skelettmuskel, Milz, Haut,
Lunge, Hoden, Niere und Leber [93].

Tierexperimentell bewirkt eine Injektion von rekombinantem FGF23 oder die Implantation von
FGF23-produzierenden Tumorzellen eine verstirkte renale Phosphatausscheidung mit
konsekutiver Hypophosphatdmie [141]. Als Ursache dafiir konnte nach einer einmaligen
Injektion von FGF23 eine verminderte Expressionsrate des Natrium-Phosphat-Cotransporters
ITa im renalen proximalen Tubulus, die eine gesteigerte fraktionelle Phosphatexkretion bedingt,
beobachtet werden [142].

Als weiterer Effekt von FGF23 konnte eine verminderte intestinale Phosphataufnahme gezeigt
werden, welche indirekt aus der Hemmung der 1-alpha-Hydroxylase-Expression und
Steigerung der 24-Hydroxylase-Aktivitit mit signifikanter Reduktion von 1,25 (OH)? Vitamin
D3 im Plasma resultiert [82].

Dies erklart, warum die klinische Relevanz von FGF23 erstmals bei der autosomal-dominanten
hypophosphatdmischen Rachitis erkannt wurde, bei der es zu erhdhten Spiegeln von intaktem
FGF23 und zu einer erhdhten renalen Phosphatexkretion kommt, welche zu einer Osteopenie

pradisponieren [1].
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Die biologischen Wirkungen von FGF23 werden durch Bindung an FGF-Rezeptoren (FGFR)
vermittelt, von denen bisher vier (FGFR1 - 4) identifiziert werden konnten. Diese sind allesamt
transmembrane Rezeptor-Tyrosinkinasen, deren extrazelluldre Ligandenbindungsstelle aus

zwei bis drei Ig (Immunglobulin)-like Doménen und einer Bindungsstelle fiir Heparin gebildet

wird [178].

3.5. Physiologische Aspekte von Klotho und sKlotho

Fir die FGF23-vermittelte Rezeptoraktivierung ist in den klassischen Zielorganen -
insbesondere in renalen Tubuluszellen - die Existenz des Transmembranproteins Klotho als
Korezeptor von entscheidender Bedeutung. Das Klotho-Gen wurde erstmals von Kuro-O und
Mitarb. [81] beschrieben, die eine verminderte Expression von Klotho mit vorzeitigem Altern
sowie mit Atherosklerose, Hautatrophie und Osteoporose in Verbindung setzten. Umgekehrt
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Klotho in Miusen lebensverlingernd
wirkt [83].

Erst nachfolgend konnten Kurosu und Mitarb. [84] Klotho als FGF-Korezeptor identifizieren,
indem sie aufzeigten, dass der FGFR-Klotho-Komplex FGF23 mit wesentlich hoherer Affinitat
als FGFR alleine bindet. /n vivo konnte im Einklang damit gezeigt werden, dass bei FGF23-
Klotho-Doppel-Knock-Out-Méiusen eine Injektion von bioaktivem FGF23 keinen Effekt auf
das Serum-Phosphat hatte; hingegen resultierte bei FGF23-Single-Knock-Out-Madusen, welche
Klotho regulér exprimierten, eine Injektion in der erwarteten Phosphatsenkung [110]. Obwohl
in vitro gezeigt wurde, dass FGF23 an verschiedene FGF-Rezeptoren binden kann (FGFRIc,
FGFR3c und FGFR4), konnte nachgewiesen werden, dass fiir die renalen Effekte vor allem der
Komplex aus FGFR1c und Klotho relevant ist [94,160].

Neben der Transmembranform existiert zusatzlich 16sliches Klotho (sKlotho, soluble Klotho),
welches durch alternatives Splicen des Klotho-Gens an Exon 3 entsteht [101]. sKlotho iibt eine
eigenstidndige endokrine Aktivitit aus, welche zur physiologischen Kalium-, Calcium- und
Phosphatregulation beitrdgt. So vermindert sKlotho in den renalen Tubuluszellen die Kalium-

[17] und Calcium-Resorption [18] und erhoht die renale Phosphatexkretion [62].

3.6. Bedeutung von FGF23 und Klotho bei chronischer Nierenerkrankung

Bereits in sehr frithen Stadien einer chronischen Nierenerkrankung und somit vor Auftreten

einer Phosphatiiberladung wird ein Anstieg von FGF23 beobachtet [66], dessen
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pathophysiologische Ursache noch ungeklart ist. Es wird postuliert, dass ein solcher frither
FGF23-Anstieg eine Akkumulation von Phosphat zumindest bei Patienten mit milder und
moderater CKD verhindern soll [71]. Bei weiterer Progression der CKD tritt dann ein
sukzessiver Anstieg von FGF23 auf, welcher bei Dialysepatienten in bis zu 100-fach erhéhten
Plasmaspiegeln miindet [86].

Trotz seiner vermeintlich protektiven Wirkung durch Verhinderung einer Hyperphosphatéimie
zumindest bei milder oder moderater CKD konnte in den letzten Jahren erkannt werden, dass
FGF23 einen eigenstdndigen renalen und kardiovaskulédren Risikofaktor darstellt:

So wurde erstmals in der prospektiven MMKD-Studie (Mild to Moderate Kidney Disease
Studie) 2007 [39] nachgewiesen, dass FGF23 bei 227 Patienten mit nicht dialysepflichtiger
CKD ein unabhéngiger Priadiktor der renalen Progression ist. Bei Dialysepatienten konnten
Gutierrez und Mitarb. [54] in einer Fall-Kontroll-Studie bei 400 Patienten der ArMORR-Studie
(Accelerated Mortality on Renal Replacement Studie) einen direkten Zusammenhang zwischen
FGF23-Spiegeln und der Mortalitit aufzeigen, welcher unabhédngig vom Plasma-Phosphat war.
Diese Beobachtung konnte in der wesentlich gro8eren CRIC-Kohorte bei 3879 Patienten mit
nicht dialysepflichtiger CKD bestdtigt werden [67].

Dabei konnten Kohortenstudien zeigten, dass diese erhdhte Mortalitit aus einer erhohten
kardiovaskuldren Ereignisrate resultiert. Erstmals zeigte eine kleinere Untersuchung unserer
Arbeitsgruppe [136] an 149 nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten, dass FGF23-
Plasmaspiegel das Auftreten kardiovaskulérer Ereignisse vorhersagen. Diese Erkenntnis konnte
in der wesentlich groeren HOST-Studie (Homocysteine in Kidney and End Stage Renal
Disease Studie) mit 1099 CKD-Patienten von Kendrick und Mitarb. [74] und erneut in der
CRIC-Studie mit 3860 nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten bestdtigt werden [135].

Auch in der nierengesunden Allgemeinbevolkerung konnte erhdhtes FGF23 als Pradiktor
kardiovaskuldrer Ereignisse bestétigt werden [13].

Bei detaillierter Betrachtung der kardiovaskuldren Ereignisse in grolen Kohortenstudien fallt
auf, dass FGF23 weniger stark atherosklerotische Ereignisse als kardiale Dekompensationen
vorhersagt. So zeigte sich in unserer CARE FOR HOMe-Kohorte mit 444 nicht
dialysepflichtigen CKD-Patienten eine signifikante Assoziation von FGF23 mit kardialen
Dekompensationen in multivariaten Regressionsmodellen, wéhrend die Assoziation mit
atherosklerotischen Ereignissen nach Korrektur fiir klassische und nicht-klassische
Risikomarker nicht bestehen blieb [138]. Diese Ergebnisse konnten in der grofleren CRIC-

Kohorte bestitigt werden, in der in verschiedenen multivariaten Regressionsmodellen hohe

19



Einleitung

FGF23-Spiegel unabhiéngig mit kardialen Dekompensationen assoziiert waren, wohingegen
keine konsistente unabhdngige Assoziation mit atherosklerotischen Ereignissen bestand [135].
Diese Beobachtung steht in Einklang mit Querschnittsanalysen, die erhohtes Plasma-FGF23
mit linksventrikuldrer Hypertrophie und linksventrikulédrer Insuffizienz assoziierten. So zeigten
erstmals Gutierrez und Mitarb. [55] in einem Kollektiv von 210 Probanden, dass erhdhte
FGF23-Spiegel unabhidngig mit einem hoheren LVMI assoziiert waren. 162 dieser Probanden
hatten eine vorbestehende chronische Nierenerkrankung; diese Patienten hatten eine stirkere
Assoziation zwischen FGF23 und LVMI als nierengesunde Probanden. In der PIVUS-Kohorte
[105] mit 795 Probanden im Alter von iiber 70 Jahren konnte die Assoziation zwischen FGF23-
Spiegel und LVMI bestitigt werden; dieser Zusammenhang, der auch in multivariaten
Analysen persistierte, war erneut deutlicher bei Patienten mit eingeschriankter eGFR < 60
ml/min/1,73 m? als bei nierengesunden Probanden.

In der in Kooperation der Kliniken fiir Inneren Medizin III und IV des Universitétsklinikums
des Saarlandes durchgefiihrten HOM SWEET HOMe-Studie (Heterogeneity of Monocytes in
Subjects Who Undergo Elective Coronary Angiography - The Homburg Evaluation study)
konnte erstmals eine Assoziation von FGF23 mit der systolischen linksventrikuldren Funktion
aufgezeigt werden [137]. Patienten mit einer Ejektionsfraktion (EF) < 40 % in der
Laevokardiographie hatten auch nach Korrektur fiir die Nierenfunktion und fiir weitere
Storvariablen signifikant hohere FGF23-Werte als solche mit einer EF > 40%.

Wiéhrend im Verlauf der chronischen Nierenerkrankung die Plasmaspiegel von FGF23
ansteigen, vermindert sich die renale Expression von Klotho. Inwieweit dies in einer
Verminderung von sKlotho in der peripheren Zirkulation miindet, ist nicht abschlieend
geklart, zumal bislang keine zuverldssige, standardisierte Messmethodik fiir humanes sKlotho
zur Verfligung steht, welche in epidemiologischen Untersuchungen eingesetzt werden kann
[51].

Im Vergleich zu der starken Assoziation zwischen FGF23 und dem kardiovaskulédren Risiko
besteht fiir eine Assoziation zwischen sKlotho und dem kardiovaskuldren Risiko nur eine
limitierte Evidenz. Seiler und Mitarb. [138] konnten in der untersuchten CARE FOR HOMe-
Kobhorte keine signifikante Assoziation zwischen sKlotho-Spiegeln und dem kardiovaskulédren
Risiko sehen. Brandenburg und Mitarb. [14] konnten diese negativen Ergebnisse in der

grofleren LURIC-Kohorte mit nierengesunden Patienten bestétigen.
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3.7. Rolle der FGF23/Klotho-Achse bei urimischer Kardiomyopathie

Als moglichen Pathomechanismus, der den starken Zusammenhang zwischen erhohten FGF23-
Spiegeln, linksventrikuldrer Hypertrophie und spéterer kardialer Dekompensationen erkldren
kann, postulierten Faul und Mitarb. eine direkte myokardiale Schadigung durch FGF23 [36].
Im Mausmodell konnten sie durch FGF23-Injektion eine signifikant gesteigerte
linksventrikulére Hypertrophie beobachten, eine Blockade der FGFR fiihrte umgekehrt zu einer
Regredienz der linksventrikuldren Hypertrophie. Allerdings wurde dabei ein Pan-FGFR-
Blocker eingesetzt, der alle vier FGFR inhibierte, so dass der verantwortliche Rezeptor
zundchst nicht charakterisiert werden konnte. Tierexperimentelle Ergebnisse der gleichen
Arbeitsgruppe [50] suggerieren darauf aufbauend, dass FGF23 eine Hypertrophie in
Kardiomyozyten direkt iiber eine Aktivierung von FGFR4 induziert, wéhrend eine spezifische
Blockade von FGFR4 die Méuse vor einer kardialen Hypertrophie schiitzt.

Andere Studien suggerieren hingegen, dass im Kontext der chronischen Nierenerkrankung auch
erniedrigte sKlotho-Spiegel zur Entwicklung einer linksventrikulédren Hypertrophie beitragen.
So konnten Xie und Mitarb. 2012 im murinen Modell aufzeigen [172], dass sKlotho das
Myokard vor einer stressinduzierten Hypertrophie schiitzt, indem es TRPC6-Kanal-vermitteltes
pathologisches Calcium-Signaling inhibiert. Von besonderer Bedeutung erscheinen
nachfolgende Tiermodelle, die suggerieren, dass sKlotho seine kardioprotektiven Effekte auch
ohne die Anwesenheit von pathologisch erhéhtem FGF23 ausiibt [173], wahrend umgekehrt
eine Normalisierung von FGF23 bei Klotho-Mangel keinen Benefit aufweist.

Damit existieren zwei alternative pathophysiologische Erklérungen fiir kardiale Veranderungen
im Kontext des CKD-MBD, welche alternativ einen FGF23-Uberschuss oder einen Mangel von
sKlotho betonen. Ein besseres Verstindnis dieser beiden potentiellen pathophysiologischen
Signalkaskaden ist von Bedeutung, da sie auf sehr unterschiedliche therapeutische Optionen
weisen. Sollte FGF23 der zentrale kardiotoxische Schidigungsfaktor sein, so stellt die
pharmakologische Blockade von FGFR4 einen potentiellen zukiinftigen Therapieansatz dar,
um die Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie bei CKD-Patienten zu reduzieren
[50]. Sollte jedoch der sKlotho-Mangel von zentraler Bedeutung sein, konnte die Substitution
von Klotho eine wichtige kardioprotektive Behandlungsstrategie darstellen [173].

Die klinische Relevanz dieser beiden alternativen Interventionsmdglichkeiten ist bisher nicht
untersucht worden; sie erfordert die Realisierung einer randomisierten kontrollierten Studie,

welche einerseits hohe 6konomische Ressourcen verlangt, andererseits bei Wahl einer nicht
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protektiven Behandlungsstrategie mit einem schwer abschitzbaren Risiko fiir die behandelten

Studienpatienten einhergeht.

3.8. Mendelsche Randomisierung

Eine gingige Methode, um vor Initiierung interventioneller Studien Assoziationen auf ihre
Kausalitdt sowie Pathomechanismen auf ihre klinische Relevanz zu iiberpriifen, ist die
Mendelsche Randomisierung. Dabei macht man davon Gebrauch, dass eine lebenslange
Assoziation zwischen einem Allel und der Aktivitdt des Genproduktes besteht. Da die wihrend
der Meiose zufillig verteilten Allele eines Polymorphismus weitestgehend unabhédngig von
anderen Risikofaktoren oder Erkrankungen vorliegen, wird zusitzlich ein Confounding durch
andere StorgroBen weitgehend ausgeschlossen.

Die erste Mendelsche Randomisierung wurde von Katan und Mitarb. [73] 1986 durchgefiihrt,
um den Zusammenhang zwischen Cholesterinspiegeln und Krebs zu untersuchen. Seitdem hat
sich die Methode allerdings auch im Bereich der kardiovaskuldren Medizin zunehmend bewéhrt
[11,70]; so konnte die Kausalitit des Lipoprotein(a) in der Genese des Myokardinfarktes durch
Mendelsche Randomisierung bestitigt werden [72].

Die Mendelsche Randomisierung benutzt zumeist genetische Varianten, die héufig in der
Allgemeinbevolkerung vorkommen. Insbesondere werden Einzelnukleotidpolymorphismen
(Single Nucleotid Polymorphism, SNP) untersucht, die als DNA-Basenpaare definiert werden,

deren verschiedenen Allelvariationen mehr als 1 % der Allgemeinbevdlkerung tragen [15].

3.9. Hypothesen

Vor diesem Hintergrund soll in der vorliegenden Dissertationsschrift die klinische Bedeutung
von FGF-Rezeptors 4 und von Klotho bei der Entstehung einer linksventrikuldaren Hypertrophie
bei chronischer Nierenerkrankung néher charakterisiert werden.

Zu diesem Zweck soll in der prospektiven CARE FOR HOMe-Studie anhand einer
Mendelschen Randomisierung erstmals die Assoziation zwischen genetischen Varianten von
FGFR4 und Klotho, der linksventrikuldren Muskelmasse als Indikator einer linksventrikuldren
Hypertrophie und der kardiovaskuldren Ereignisrate bei chronisch nierenkranken Patienten

iiberpriift werden.
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Wir stellen hierbei folgende alternative Hypothesen auf:

Da FGF23 zentral zur Entstehung einer linksventrikuldren Hypertrophie beitrégt,
besteht bei chronisch nierenkranken Patienten eine Assoziation zwischen dem
Tréagerstatus fiir den SNP Gly388Arg mit einem hoheren LVMI bei Studieneinschluss,
sowie mit einer stirkeren Zunahme der LVMI und mit einem erhéhten Risiko fiir
kardiale Dekompensationen bei longitudinaler Nachbeobachtung.

Da ein Klotho-Mangel zentral zur Entstehung einer linksventrikuliren Hypertrophie
beitrigt, besteht bei chronisch nierenkranken Patienten eine Assoziation zwischen dem
Tréagerstatus fiir den SNP Phe352Val mit einem hoheren LVMI bei Studieneinschluss,
sowie mit einer stirkeren Zunahme der LVMI und mit einem erhéhten Risiko fiir

kardiale Dekompensationen bei longitudinaler Nachbeobachtung.
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4. Material und Methodik

4.1. Population

4.1.1. CARE FOR HOMe

In der vorgelegten Dissertationsschrift wurden Vollblutproben von Teilnehmern der
prospektiven CARE FOR HOMe (Cardiovascular and Renal Outcome in CKD 2-4 Patients -
The Fourth Homburg Evaluation) -Studie untersucht, in die iiber einen Zeitraum von 2008 bis
2014 insgesamt 544 Patienten mit chronischer Nierenerkrankung (CKD) in den
GFR-Kategorien G2 - G4 nach KDOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative)
eingeschlossen wurden. Ziel der Studie ist es, neue nicht-klassische nicht-traditionelle
Pradiktoren fiir das Auftreten kardiovaskuldrer und renaler Ereignisse bei chronisch
nierenkranken Patienten zu untersuchen.

Die Patientenrekrutierung erfolgte im Rahmen eigensténdiger Dissertationen; ndhere Angaben
zu den dazu erfolgten Einschlussuntersuchungen sind in den entsprechenden
Dissertationsschriften beschrieben worden [40,59,166]. Die jdhrlichen Nachuntersuchungen
erfolgen fortlaufend seit September 2009 ebenfalls im Rahmen eigensténdiger Dissertationen.
Néhere Angaben zu den dazu erfolgten Untersuchungen sind ebenso eingehend anderweitig
beschrieben worden [133].

Das der Studie zugrundeliegende Protokoll wurde von der Ethikkommission der Arztekammer
des Saarlandes gepriift und genehmigt; alle Patienten gaben zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses ihr schriftliches Einverstindnis. Weiterhin haben alle Patienten, deren
Vollblut fiir Genotypisierungsuntersuchungen in dieser Arbeit verwendet wurde, eine

gesonderte schriftliche Einwilligung dazu gegeben.

4.1.2. Studienpopulation

Die Aufkliarung iiber die Genotypisierung und die Asservation von Blutproben erfolgt seit
Februar 2010 bei Studieneinschluss. Bei Patienten, die zuvor in CARE FOR HOMe
eingeschlossen wurden, erfolgte die Aufklarung iiber die Genotypisierung und die Asservation
von Blutproben im Rahmen von jdhrlichen Nachuntersuchungen. Dementsprechend standen

von 320 Patienten (Einschluss ab Februar 2010) Blutproben vom Zeitpunkt des Einschlusses
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und von den restlichen 199 Patienten (Einschluss vor Februar 2010) Blutproben bei der
erstmoglichen Nachuntersuchung zur Verfligung. Bei einzelnen Patienten, bei denen keine
Nachuntersuchung erfolgte, konnte aus diesem Grund keine Genotypisierung erfolgen. Eine
einzige Patientin lehnte die Genotypisierung nach Aufkliarung ab. Es verblieben somit 519 der
544 Probanden, die bis 2014 in CARE FOR HOMe eingeschlossen wurden, bei denen Material
fiir eine DNA-Isolation zur Verfiigung stand und ein Einverstindnis zur Genotypisierung

vorlag.

4.1.3. Einschlusskriterien

Ein Einschluss der Patienten in die CARE FOR HOMe-Studie erfolgte bei Vorliegen einer
chronischen Nierenerkrankung in den GFR Kategorien G2 - G4 nach KDOQI. Die Abschitzung
der glomerulédren Filtrationsrate (¢GFR) erfolgte mittels der Formel der MDRD-Studie (engl.
Modification of Diet in Renal Disease), die Serum-Kreatinin sowie Geschlecht, Ethnizitit und
Alter berticksichtigt.
Bei Patienten mit einer eGFR von 60 - 89/ 61 - 90 ml/min/1,73 m? erfolgte die Definition einer
chronischen Nierenerkrankung durch das zusétzliche Vorliegen eines oder mehrerer der
folgenden Kriterien:

* Proteinurie > 300 mg/g Kreatinin

= Albuminurie > 17 mg/g Kreatinin bei Ménnern bzw. > 25 mg/g Kreatinin bei Frauen

= Persistierende glomeruldre Himaturie

= Erhohtes Plasma-Cystatin C (> 1,05 mg/1)

= Erhohtes Plasma-Kreatinin (> 1,2 mg/dl bei Ménnern, > 0,9 mg/dl bei Frauen)

= Bioptisch gesicherte Nierenerkrankung und / oder Tubulopathie

4.1.4. AusschlussKkriterien

Folgende Ausschlusskriterien wurden zu Studienbeginn festgelegt:
* Vorliegen einer chronischen Nierenerkrankung in der Kategorie G 1 (eGFR > 90
ml/min/1,73 m?) Kategorie G 5 (¢GFR < 15 ml/min/1,73 m?) nach KDOQI
* Einnahme systemisch-immunsuppressiver Medikation
» Vorliegen einer HIV-Infektion, eines klinisch apparenten fieberhaften und / oder
antibiotikapflichtigen Infektes oder einer asymptomatischen Erh6hung des CRP

= Vorliegen einer aktiven hamatologisch-onkologischen Erkrankung
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Vorliegen eines akuten Nierenversagens (Kreatininanstieg > 50% innerhalb von 4

Wochen vor Studieneinschluss)

4.1.5. Definition von kardiovaskuliren Risikofaktoren und Komorbidititen

Als Diabetiker wurden Patienten mit einem Niichtern-Blutzucker von > 126 mg/dl, mit einem

arztlich vordiagnostizierten Diabetes mellitus und / oder mit antidiabetischer Medikation

definiert.

Als Raucher wurden Patienten definiert, die in den letzten 28 Tagen mindestens eine Zigarette

geraucht hatten.

Als Patienten mit einer positiven Familienanamnese wurden Patienten definiert, deren

Verwandte 1. Grades (Eltern oder Geschwister) vor dem Erreichen des 65. Lebensjahres einen

Myokardinfarkt oder einen ischdmischen Apoplex erlitten.

Als Komorbidititen wurden definiert:

Privalente koronore Erkrankung: stattgehabte koronare Interventionen (PTCA / Stent /
Bypassoperation) und / oder stattgehabter Myokardinfarkt

Priavalente periphere arterielle FErkrankung: stattgehabte peripher-arterielle
Revaskularisation (PTA / Stent / Bypassoperation) und / oder stattgehabte
nichttraumatische Amputation proximal des Fulgrundgelenkes

Priavalente  zerebrovaskuldre  Erkrankung: stattgehabte ~ zerebrovaskulére
Revaskularisation (Carotis-Thrombendarterektomie / -Stent) und / oder stattgehabter
Apoplex mit klinischen Symptomen, die mindestens 24 Stunden persistierten
Privalente kardiovaskuldre Erkrankung: pravalente koronare, periphere arterielle oder

zerebrovaskuldre Erkrankung

4.1.6. Definition der Ereignisse

Als atherosklerotisches kardiovaskuldres Ereignis wurden definiert:

Eine koronararterielle Intervention (PTCA / Stent / Bypassoperation)

Ein Myokardinfarkt

Eine peripher-arterielle Revaskularisation (PTA / Stent / Bypassoperation)

Eine nichttraumatische Amputation proximal des FuBgrundgelenkes

Eine zerebrovaskuldre Revaskularisation (Carotis-Thrombendarterektomie / -Stent)

Ein Apoplex mit klinischen Symptomen, die mindestens 24 Stunden persistierten
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Eine kardiale Dekompensation wurde bei Patienten definiert, die mit Symptomen (progressive
Dyspnoe) in Verbindung mit klinischen (periphere Odeme, pulmonales Rasseln) oder
radiologischen ~ Zeichen (Kardiomegalie, pulmonales Odem, Pleuraerguss) einer
dekompensierten Herzinsuffizienz stationédr aufgenommen wurden.

Alle Angaben der Patienten wurden iiber die Datenbank des Universititsklinikums des

Saarlandes respektive durch Anfordern von Arztbriefen externer Krankenhéduser validiert.

4.1.7. Studienablauf

Zum Studieneinschluss wurden die Patienten zunichst gebeten, eine Spontanurinprobe
abzugeben, aus welcher eine Bestimmung von Albumin, Phosphor, Calcium, Eiweill und
Kreatinin erfolgte. Aus der Urinprobe wurden dariiber hinaus 9 ml fiir eventuell spiter zu
bestimmende Parameter in Mikroreaktionsgefdf3e abgefiillt und bei -80 °C tiefgefroren.

Nach flinfminiitigem Sitzen wurde unter standardisierten Bedingungen eine Blutentnahme
durchgefiihrt, um einerseits Routineparameter zu bestimmen und andererseits Proben fiir die
spétere Bestimmung etwaiger weiterer Parameter zu asservieren.

Fiir die Bestimmung der Routineparameter (Vitamin D, Albumin, Phosphat, Kalzium,
Cholesterin, CRP, Cystatin C, Kreatinin, HDL-Cholesterin, LDL- Cholesterin, Triglyzeride)
wurde 2,7 ml Blut in EDTA-versetzte Entnahmerdhrchen und je 4,7 ml Blut in EDTA-versetzte
Entnahmerdhrchen und Serum-Entnahmerdhrchen entnommen. Alle Routineparameter wurden
nach standardisierter Methodik im Zentrallabor des Universititsklinikums des Saarlandes
untersucht.

Zur Asservierung der Proben wurden 20,7 ml Blut in ein 9 ml Serum-, ein 9 ml und ein 2,7 ml
EDTA-Entnahmerdhrchen entnommen. Nach 10-miniitiger Wartezeit wurden die 9 ml
Entnahmer6hrchen fiir 10 Min. bei 4000 rpm zentrifugiert, das gewonnene Serum oder Plasma
entnommen und in 1,5 ml Mikroreaktionsgefdf3e abpipettiert und bei -80 °C bis zur spéteren
Bestimmung von cFGF23 (ELISA; Immunotopics International, San Clemente, CA, USA),
iFGF23 (ELISA; Immunotopics International, San Clemente, CA, USA) und Klotho (ELISA;
Immuno-Biologic Laboratories, Fujiokashi, Gunma, Japan) tiefgefroren. Weiterhin wurde aus
dem 2,7 ml EDTA-Entnahmerdhrchen insgesamt 1,2 ml Vollblut entnommen, welches
ebenfalls in 1,5 ml Mikroreaktionsgefdf3e gefiillt wurde, die dann auch auf -80 °C tiefgefroren
wurden.

AnschlieBend wurde ein 12-Kanal-Ruhe-Elektrokardiogramm geschrieben, das Korpergewicht

erfasst und mit einem geeichten Mallband der Taillenumfang, gemessen auf Hohe des

27



Material und Methodik

Trochanter major, sowie der Hiiftumfang, exspiratorisch am Mittelpunkt einer
Verbindungslinie von Crista iliaca und Unterrand der 12. Rippe, gemessen. Dariiber hinaus

wurde der Body-Mass-Index (BMI) nach folgender Formel berechnet:

BMI = Korpergewicht [kg] / (Korpergrofe [m])?

Darauthin folgte an beiden Armen jeweils eine einmalige Blutdruckmessung nach 10-
miniitigem ruhigen Sitzen und nach Verlassen des Raumes durch den Untersucher am Arm mit
dem hoéheren Blutdruckwert eine automatische Blutdruckintervallmessung in einminiitigen
Abstinden tiber insgesamt fiinf Minuten.

Weiterhin erfolgt eine standardisierte transthorakale Echokardiographie von einem einzigen
Untersucher, auf die spéter nédher eingegangen wird. Die Patienten wurden im Anschluss mittels
standardisierter Fragebogen in Hinblick auf kardiovaskuldre Risikofaktoren, Komorbidititen
und aktuelle Medikation befragt.

In den ersten fiinf Jahren nach Einschluss fanden jdhrlich Nachuntersuchungen statt; dazu
wurde abermals eine Spontanurinprobe abgegeben, um o.g. Parameter zu bestimmen und
Proben zu asservieren. Ebenso erfolgte nach selbem Procedere wie bei Einschluss eine
Blutentnahme.

Zur Nachuntersuchung fiinf Jahre nach Einschluss erfolgte zusitzlich eine standardisierte
Echokardiographie von einem einzigen Untersucher.

Nach Abschluss dieser fiinfjahrigen Nachbeobachtung sind alle zwei Jahre Telefoninterviews

vorgesehen, um etwaige kardiovaskuldre und renale Ereignisse zu erfassen.

4.1.8. Echokardiographische Untersuchungen

Die echokardiographischen Daten wurden im Rahmen der CARE FOR HOMe-Studie zum
Studieneinschluss und zum Zeitpunkt von fiinf Jahren nach Studieneinschluss erhoben. Dabei
wurden unter Beachtung der Leitlinien der American Society of Echocardiography die
Untersuchung von einem einzigen Arzt mit dem Ultraschallgerdt ACUSON Sequoia (Siemens,
Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Insgesamt erhielten 471 Patienten zum
Studieneinschluss eine echokardiographische Untersuchung, 228 Patienten zum Zeitpunkt fiinf

Jahre nach Einschluss.
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Die linksventrikuldre Masse wurde dabei basierend auf der Modellierung des linken Ventrikels
als verldngertes Rotationsellipsoid mithilfe der von der American Society of Echocardiography

empfohlenen Formel [85] abgeschitzt:

LVM [g] = 0,8 * (1,04 * [(LVEDD + IVST + PWT)’ - LVEDD?]) + 0,6

LVM = Linksventrikuldre Masse

LVEDD = Linksventrikuldrer enddiastolischer Diameter

IVST = Interventricular Septal Wall Thickness, linksventrikuldire Wanddicke im Bereich des
Septums

PWT = Posterior Wall Thickness, linksventrikuldre Wanddicke im Bereich der Hinterwand

Um nun den Left Ventricular Mass Index zu erhalten, wurde die Linksventrikuldre Masse auf

die Korperoberfliache, welche nach Mosteller und Mitarb. [108] bestimmt wurde, normalisiert:

LVMI [g/m?] = LVM [g] / Korperoberfliche [m?]

Eine linksventrikuldre Hypertrophie lag vor, wenn der LVMI > 115 g/m?* bei Ménnern

respektive > 95 g/m? bei Frauen betrug.

Das linksatriale Volumen wurde mithilfe der von der American Society of Echocardiography

empfohlenen Formel [85] abgeschitzt:

LAV [ml] =8/3 *n* [A1* A2 /L]

Al = Vorhof im apikalen Vierkammerblick
A2 = Vorhof im apikalen Zweikammerblick
L = Strecke zwischen der Hinterwand des linken Vorhofs zur Linie {iber die Ansatzpunkte der
Mitralklappe [dabei wird L sowohl im apikalen Vier- als auch Zweikammerblick gemessen,

das jeweils kiirzere L geht in die Formel ein]

Zur Berechnung des Left Atrial Volume Index (LAVI) erfolgte nun eine Normalisierung auf

die Korperflache:
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LAVI [ml/m?] = LAV [ml] / Korperoberfliche [m?]

Um die diastolische linksventrikuldre Funktion zu berechnen, wurde das Verhiltnis von friither
diastolischer Mitralanstromgeschwindigkeit (E, gemessen mit Pulswellen-Doppler-Ultraschall)
zur frilhen diastolischen  Mitralseptum-Ringgeschwindigkeit (e, gemessen mit
Gewebsdoppler-Ultraschall) bestimmt.

Die Bestimmung der linksventrikuldren Funktion erfolgte einerseits qualitativ, andererseits
mittels Bestimmung der Fractional Shortening (FS). Hierbei wurden die linksventrikuldre
systolische Funktion in Zusammenschau von qualitativer Beurteilung und FS als ,,normal®,

»geringgradig eingeschrankt®, ,,mittelgradig eingeschrinkt™ und ,,hochgradig eingeschrankt®

klassifiziert.

4.2. Material

4.2.1. Geriite
Geriit Bezugsquelle
Tischriittler Vortex Mixer VM-300 neoLab Migge, Heidelberg, Deutschland
Zentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg, Deutschland
HTMR 131 Heizblock Haep Labor Consult, Bovenden,

Deutschland

MX3005P qPCR System Stratagene, Waldbronn, Deutschland
Picofuge II Microcentifuge Stratagene, Waldbronn, Deutschland
Pipette 1 - 10 pl Pipetman Gilson, Limburg, Deutschland
Pipette 2 - 20 pl Labmate ABIMED, Langenfeld, Deutschland
Pipette 10 - 100 pl Labmate ABIMED, Langenfeld, Deutschland
Pipette 20 - 200 pl Labmate ABIMED, Langenfeld, Deutschland
Pipette 100 - 1000 pl Pipetman Gilson, Limburg, Deutschland
Qubit Fluorometer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

4.2.2. Kits und Assays
Kit mit Inhalt Bezugsquelle
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QIAamp DNA Blood Mini Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland
- QIAamp Mini Spin Columns
(Kieselgel-Filterrohrchen)
- Collection Tubes (2 ml)
- QIAGEN Protease
- Protease Solvent
- Buffer AL
- Buffer AW1
- Buffer AW2
- Buffer AE
Qubit® dsDNA BR Assay Kit Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
- Qubit® dsDNA BR Buffer (50 ml)
- Qubit® dsDNA BR Reagent (250 pul)
- Qubit® dsDNA BR Standard #1
(1 ml, 0 ng/ul in TE-Puffer)
- Qubit® dsDNA BR Standard #2
(1 ml, 100 ng/pul in TE-Puffer)

TagMan® SNP Genotyping Assay Kit Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

SensiFAST Genotyping Lo-ROX Mix 1 ml  Bioline, Luckenwalde, Detuschland

Tris-EDTA Buffer Solution 100 ml Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

4.2.3. Chemikalien und Losungen

Geriit Bezugsquelle
Ethanol 99,9% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tris-EDTA Buffer Solution 100 ml Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

4.2.4. Verbrauchsmaterial

Material Bezugsquelle

Filter-Pipettenspitzen 10 pl Biosphere Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Filter-Pipettenspitzen 20 pl SafeSeal Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Filter-Pipettenspitzen 100 ul SafeSeal Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Filter- Pipettenspitzen 200 ul Biosphere Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Filter- Pipettenspitzen 1250 pl Biosphere Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Mikroreaktionsgefal3 1,5 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Mikroreaktionsgefal3 2 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Multiply® pStrip 0,2 ml 8er-Kette Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Multiply® 8er-Deckelkette Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

4.2.5. Software

Software Bezugsquelle

SPSS Statistics IBM, Armonk (NY), USA
MxPro QPCR Software Mx3000P, Mx3005P Stratagene, Waldbronn, Deutschland

4.3. DN A-Isolation

Die in der vorgelegten Arbeit verwendete Methode der DNA-Isolation basiert prinzipiell auf
der Bindung der DNA an eine Kieselgelmembran (eng. silica gel membrane).

Durch Zugabe von Protease-Losung und einem Lysepuffer werden Proteine verdaut und die
Lymphozyten lysiert.

Durch Zugabe von 99,9 %-igem Ethanol bindet die nun freigesetzte DNA an die
Kieselgelmembran, welche sich an der Unterseite des Mikroreaktionsgefdfles befindet.
AnschlieBend wird durch mehrere Waschschritte sichergestellt, dass eventuelle
Verunreinigungen entfernt werden, bevor die DNA durch die Membran eluiert wird.

Die DNA-Isolation in der vorgelegten Arbeit erfolgte mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN, Hilden) aus vendsem Vollblut gemafl dem Protokoll des Herstellers [QIAamp DNA
Mini and Blood Mini Handbook, Third Edition, June 2012, Spin Protocol, S. 26 f.].

Die einzelnen Schritte sind im Folgenden beschrieben:
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Verdauen von Proteinen und Zelllyse:

In ein autoklaviertes 1,5 ml Mikroreaktionsgefd3 wurden 20 ul QIAGEN Protease, 200
ul vendses Vollblut, welches vorher durch 15-maliges Auf- und Abpipettieren gut
durchmischt wurde, sowie 200 pl QIAGEN Buffer AL (Lysepuffer) gegeben. Die
Proben werden im Tischriittler fiir 15 Sek. gut durchmischt und anschliefend fiir 10
Min. bei 56 °C im Heizblock inkubiert. Danach wurden die Proben fiir 5 Sek.
anzentrifugiert, um Tropfen vom Deckel des Mikroreaktionsgefdfles zu entfernen.
Zum Ausfillen der DNA wurde zu den Proben 200 pl Ethanol 99,9 % (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) gegeben. Die Proben werden dann fiir 15 Sek. im Tischriittler
gut durchmischt und danach fiir 5 Sek. anzentrifugiert, um Tropfen vom Deckel des

Mikroreaktionsgefdles zu entfernen.

DNA-Bindung an die Kieselgelmembran:

Die Proben wurden nun in die QIAamp Mini Spin Columns (QIAGEN, Hilden,
Deutschland), an deren Boden sich die Kieselgelmembranen befinden, gegeben. Die
Spin Columns wurden in 2 ml Sammelrdhrchen eingesetzt und fiir 1 Min. bei 8000 rpm
zentrifugiert, wodurch eine Bindung der DNA an die Kieselgelmembran hergestellt
wird. Das Sammelrdhrchen mit dem darin enthaltenen Filtrat wurde verworfen und die

Spin Columns in neue 2 ml Sammelrohrchen eingesetzt.

Erster Waschschritt:

In die Spin Columns wurden anschlieend 500 ul QTAGEN Buffer AW1 (Waschpuffer
1) gegeben und fiir 1 Min. bei 8000 rpm zentrifugiert, um Verunreinigungen aus der
Probe zu entfernen. Das Sammelrohrchen mit dem darin enthaltenen Filtrat wird

verworfen und die Spin Columns in neue 2 ml Sammelréhrchen eingesetzt.

Zweiter Waschschritt:

In die Spin Columns wurden anschlieBend 500 ul QTAGEN Buffer AW2 (Waschpuffer
2) gegeben und fir 3 Min. bei 14000 rpm zentrifugiert, um noch bestehende
Verunreinigungen aus der Probe zu entfernen. Das Sammelrhrchen mit dem darin
enthaltenen Filtrat wurde verworfen und die Spin Columns in neue 2 ml

Sammelrohrchen eingesetzt.

Entfernen iibrigen Waschpuffers:
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Die Spin Columns wurden fiir I Min. bei 14000 rpm zentrifugiert, um den restlichen
Waschpuffer aus der Probe zu entfernen. Das Sammelrohrchen mit dem darin

enthaltenen Filtrat wurde verworfen.

» Elution der DNA:
Die Spin Columns wurden in 1,5 ml Mikroreaktionsgefdlle gesetzt, in welche die
Elution erfolgte. Dazu wurden 100 pl QIAGEN Buffer AE (Elutionspuffer) in die Spin
Columns gegeben, welcher anschlieBend fiir 5 Min. bei Raumtemperatur inkubierte.
Durch Zentrifugation fiir 1 Min. bei 8000 rpm erfolgt nun die Elution der DNA in das
Mikroreaktionsgefal.
Dieser Elutionsschritt wurde anschlieBend wiederholt, um den Ertrag an DNA zu

erhohen. Die Elution erfolgte in ein neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefal3.
Fiir die in der vorgelegten Arbeit erfolgten Real-Time Qualitative PCRs wurde die im zweiten

Elutionsschritt gewonnene DNA verwendet, die bis zur Versuchsdurchfiihrung bei -80 °C

tiefgekiihlt wurde.

4.4. Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der eluierten DNA erfolgte mit dem Qubit Fluorometer
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) durch die Messung der optischen Dichte.

Zur Vorbereitung der zu messenden Proben wurde das Qubit® dsDNA BR Assay Kit
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Als erstes wurde ein Mastermix vorbereitet,
fiir den Qubit® dsDNA BR Reagent im Verhéltnis 1:200 in Qubit® dsDNA BR Buffer
verdiinnt wurde.

Zunichst wurde das Fluorometer mit Hilfe von Standardlosungen kalibriert. Dazu wurden 190
pl des Mastermixes in zwei Fluorometer-Tubes gegeben, und je 10 ul der beiden im Kit
enthaltenen Standardlésungen mit den bekannten Konzentrationen von 0 ng/pul (Qubit® dsDNA
BR Standard #1) und 100 ng/pl (Qubit® dsDNA BR Standard #2). Die Proben wurden nun
sanft fiir 3 Sek. im Tischriittler durchmischt; dabei wurde beachtet, dass sich keine sichtbaren
Luftblasen bilden, die das Fluoreszenzsignal stéren konnten. Durch Messung der beiden Proben
wurde das Fluorometer kalibriert.

Anschliefend wurde die Konzentration der eigentlichen DNA-Proben bestimmt. Dazu wurden

jeweils 195 ul des Mastermixes und 5 pl der DNA in ein Fluorometer-Tube gegeben und sanft
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fiir 3 Sek. im Tischriittler durchmischt, ohne dass sich Luftblasen bilden. Nach dreiminiitiger
Inkubation der Proben bei Raumtemperatur wurde die Konzentration im Fluorometer unter

Korrektur der Verdiinnung der DNA-Proben bestimmt.

4.5. Real-Time Qualitative PCR

4.5.1. Prinzip der Real-Time Qualitative PCR

Die Real-Time PCR ist ein molekularbiologisches Verfahren, das, basierend auf dem Prinzip
der Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR), Nukleinsduren
vervielfdltigen kann. Dariiber hinaus ermdglicht sie, simultan das gewonnene PCR-Produkt
quantitativ oder qualitativ nachzuweisen; letzteres war das Ziel der Real-Time PCR in der
vorliegenden Arbeit.

Die Vervielfiltigung der Nukleinsduren erfolgt dabei in mehreren Zyklen, in denen sich jeweils
die Menge der urspriinglichen DNA verdoppelt, was einer exponentiellen Vervielféltigung

entspricht. Dabei besteht jeder Zyklus aus drei einzelnen Schritten:

= Denaturierung:
Zunichst wird die doppelstrangige DNA auf eine hohe Temperatur, (~95 °C) erhitzt.
Durch diese Hitze werden die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den einzelnen
DNA-Strangen aufgebrochen und es liegen nun Einzelstrdnge vor, die als Matrize

dienen konnen.

»  Primer-Hybridisierung:
Im zweiten Schritt wird die Temperatur auf eine niedrigere Temperatur (~60 °C)
abgekiihlt. Nun lagern sich vorher zugegebene Einzelstrang-Oligonukleotide, die s.g.
Forward- und Reverse-Primer, spezifisch an die Enden der DNA-Einzelstrange an, zu
denen sie komplementér sind. Die Auswahl der Primer bestimmt dabei die Zielsequenz,
die von den Primern flankiert wird und dadurch erst vervielféltigt werden kann. Die
Temperatur, unter der diese Anlagerung (engl. Annealing) stattfindet, wird daher auch

Annealing-Temperatur genannt.

= FElongation:
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Im dritten Schritt, der Elongation, synthetisiert die DNA-Polymerase aus vorher
zugegebenen freien Nukleotiden an den Einzelstringen die DNA. Dabei beginnt die
DNA-Polymerase an einem freien 3'-Ende, welches vom Primer zur Verfiigung gestellt

wird, und folgt dann dem Einzelstrang.

Die simultan zur Vervielfdltigung erfolgende Unterscheidung verschiedener Allele erfolgt
durch die Anwendung von sequenzspezifischen Sonden und der Tag-Polymerase, einer
speziellen Variante der DNA-Polymerase. Die Sonden sind dabei Einzelstrang-
Oligonukleotide, die zum gesuchten DNA-Abschnitt komplementér sind.

Am 5’-Ende der Sonden befinden sich ein fluoreszenzmarkierter Reporter, am 3’-Ende ein
nicht-fluoreszierender Quencher. Durch die rdumliche Ndhe zwischen Reporter- und
Quencherfarbstoff unterdriickt der Quencher dabei die Fluoreszenz des Reporters. Dies ist auf
den Forster-Resonanzelektronentransfer (FRET) zuriickzufiihren, der besagt, dass ein Reporter,
der durch eine Lichtquelle angeregt wird, seine Energie an einen nahe gelegenen Quencher
abgibt. Sobald jedoch die Entfernung dieser zueinander zunimmt, kann der Reporter nicht mehr
die Energie abgeben und beginnt selbst zu fluoreszieren.

Zusitzlich zu ihrer Funktion als DNA-Polymerase hat die Tag-Polymerase auch eine 5°-3°-
Exonukleaseaktivitit; dadurch baut sie die Sonde wihrend der DNA-Synthetisierung am 5°-
Ende ab, wodurch sich der Reporter rdumlich vom Quencher entfernt und aufgrund des FRET
bei entsprechender Anregung als Fluoreszenz detektiert werden kann.

Die Reporter-Fluoreszenz ist das Signal, was nun nach jedem Zyklus der DNA-
Vervielfiltigung gemessen wird. Diese Emission kann zum quantitativen Nachweis der
Genexpression (Real-Time Quantitative PCR) verwendet werden, wenn sie den Beginn der
exponentiellen Phase erreicht hat, gekennzeichnet durch Erreichen des CT-Wertes (Threshold
Cycle, Schwellenwertzyklus). Dieser Wert charakterisiert die Anzahl der Zyklen, die
notwendig sind, bis die Reporterfluoreszenz erstmalig die Hintergrundfluoreszenz tibersteigt.
Alternativ kann, falls zwei verschiedene Sonden mit unterschiedlichen Reporterfarbstoffen
(z.B. VIC oder FAM) eingesetzt werden, die Real-Time PCR auch zur qualitativen
Diskriminierung von Allelen (Real-Time Qualitative PCR) eingesetzt werden. Die Sonden
haben dabei eine unterschiedliche Basensequenz, damit die verschiedenen Allele detektiert
werden konnen. Bei homozygoten Alleltrdgern wird demzufolge nur ein Fluoreszenzsignal

detektiert, bei heterozygoten Trigern werden entsprechend beide Fluoreszenzsignale detektiert.
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4.5.2. Durchfiihrung der Real-Time Qualitative PCR

Mit der Qualitative Real-Time PCR in der vorliegenden Arbeit wurden die DNA-Proben auf
das Vorliegen von zwei Einzelnukleotid-Polymorphismen auf den Genen fiir FGFR4

(Gly388Arg / rs351855) und Klotho (Phe352Val / rs9536314) untersucht.

Die Untersuchung wurde mit dem Gerdt MX3005P (Stratagene, Waldbronn, Deutschland)

durchgefiihrt. Zunédchst wurde ein Mastermix angesetzt:

Reagenz Menge
SensiFAST Genotyping Lo-ROX Mix 10 pl
Nuclease-Free Water 7 ul
Tris-EDTA Buffer Solution 0,5 ul
TagMan® SNP Genotyping Assay Mix 0,5 ul

Der SensiFAST Genotyping Lo-ROX Mix (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) ist ein Mix,
der unter anderem die fiir die Durchfiihrung der PCR notwendigen Enzyme wie Taq-

Polymerasen und freie Nukleotide zur DNA-Synthese enthélt.

In ein PCR Strip Tube wurden nun je 18 ul Mastermix und je 2 pl der extrahierten DNA
gegeben. Bei den Negativkontrollen wurde anstelle der DNA je 2 ul nukleasefreies Wasser
(Nuclease-free water, QIAGEN, Hilden, Deutschland) dazugegeben. Nach kurzem
Anzentrifugieren der Strips, um die DNA gut mit dem Mastermix zu durchmischen, wurde die

qPCR mit folgendem Programm durchgefiihrt:

Fiir die Bestimmung des SNPs Gly388Arg / rs351855:

Segment Nr.  Zyklen Programm

1 1 180 Sek. bei 95° C

2 40 10 Sek. bei 95° C, dann 45 Sek. bei 60° C
3 1 120 Sek. bei 25 °C
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Fiir die Bestimmung des SNPs Phe352Val / rs9536314:

Segment Nr.  Zyklen Programm

1 1 180 Sek. bei 95° C

2 40 10 Sek. bei 95° C, dann 45 Sek. bei 65° C
3 1 120 Sek. bei 25 °C

Die Filter Gain Settings des PCR-Gerdtes wurden fiir die Fluoreszenzfarbstoffe

folgendermafen eingestellt:

Farbstoff Verstirkung
VIC 2-fach
FAM 4-fach

Bei jeder qPCR wurden als Negativkontrolle jeweils 4 Tubes mit 2 pl nukleasefreiem Wasser
anstelle der DNA befiillt.

Die Auswertung der qPCR wurde mit der MxPro QPCR Software (Stratagene, Waldbronn,
Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurde ein manueller Threshold gesetzt, welcher den Beginn

der exponentiellen Phase der DNA-Amplifikation darstellt.

4.5.3. Verwendete TagMan®-Assays

Fiir die Analyse der Polymorphismen wurden zwei vorgefertigte TagMan® SNP Genotyping
Assays (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Der gelieferte Mix enthielt
zum einen Primer mit passenden Sequenzen, um den gesuchten DNA-Abschnitt zu
amplifizieren, und zum anderen die SNP-spezifischen Sonden, die mit den
Fluoreszenzfarbstoffen HEX und VIC markiert sind. In der vorliegenden Arbeit verwendeten

wir die folgenden beiden Assays:

Tabelle x - Details der verwendeten TagMan® SNP Genotyping Assays

SNP FGFR4 Klotho

Assay ID C 3166614 10 C_2983037_20

dbSNP ID rs351855 159536314

Gen FGFR4 / Fibroblast Growth KL / Klotho
Factor Receptor 4
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Allele / Polymorphismus Mis-sense Mutation Mis-sense Mutation
Codonaustausch AGG, GGG GTT, TTT
Aminosdureaustausch Gly388Arg Phe352Val
Homozygot f. Wildtyp Gly/Gly Phe/Phe
Heterozygot Gly/Arg oder Arg/Gly Phe/Val oder Val/Phe
Homozygot f. Mutante Arg/Arg Val/Val
Reporter FAM fiir Gly FAM fiir Phe

HEX fiir Arg HEX fiir Val

4.6. Statistische Auswertung

Die Datenerfassung erfolgte mit Microsoft Excel 2010, anschlieBend wurden die Daten fiir die
statistische Auswertung in die Statistiksoftware IBM SPSS Statistics iibertragen.

Die kategorialen Merkmale sind als Anzahl (Prozentwert) aufgefiihrt. Alle stetigen Merkmale
sind als Mittelwert + Standardabweichung [bei nicht-parametrischer Verteilung Median (25. /
75. Perzentile)] angegeben. Der statistische Vergleich von kategorialen Merkmalen erfolgte fiir
zwei unabhingige Stichproben mittels Fisher Test, bei mehr als zwei unabhingigen
Stichproben nach dem y? Test. Stetige Merkmale wurden mittels T-Test fiir zwei unabhéngige
Stichproben verglichen, bei mehr als zwei Stichproben erfolgte der Vergleich mittels des
einfaktoriellen ANOVA mit Test fiir linearen Trend. Nicht-parametrisch verteilte Merkmale
wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen. Uberlebensanalysen erfolgten mittels
Kaplan-Meier-Analyse und nachfolgendem log-rank Test. Schlielich erfolgten Cox-
Regressionsanalysen, bei denen cFGF23, iFGF23 und sKlotho jeweils als kontinuierliche und
als in Tertile kategorisierte Ausgangsvariablen betrachtet wurden. In Analogie an unsere
vorherigen Auswertungen [138] erfolgte in den Regressionsanalysen eine vordefinierte
Adjustierung fiir eGFR und log Albuminurie (Modell 2), zusdtzlich fiir Alter und Geschlecht
(Modell 3), zusitzlich fiir privalenten Diabetes Mellitus und privalente kardiovaskulire
Erkrankung (Modell 4) und zusétzlich fiir Variablen der CKD-MBD (Phosphor, FePi,
Parathormon, log sKlotho [wenn cFGF23 oder iFGF23 Ausgangsvariable], log FGF23 [wenn
Klotho Ausgangsvariable]).

Die Korrelationsanalysen wurden mit Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson
durchgefiihrt. Dabei wurden Korrelationen bei r > 0,5 als stark, bei r > 0,3 als moderat und bei

r> 0,1 als schwach angesehen.
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Als statistisch signifikant gelten in allen angewandten statistischen Verfahren p-Werte von

<0,05.
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5. Ergebnisse

5.1. Baseline-Charakteristika

Die Baseline-Charakteristika der 519 untersuchten Patienten sind in Tabelle 5
zusammengestellt.

Der Frauenanteil liegt bei insgesamt 40,7 %, das mittlere Alter bei 65,0 = 12,2 Jahre. 10,4 %
der untersuchten Patienten sind aktive Raucher, 37,8 % sind Diabetiker, und 30,8% haben
pravalente kardiovaskuldre Erkrankungen.

Stratifiziert man die Patienten anhand ihres Trégerstatus fiir den SNP Gly388Arg, zeigt sich,
dass ein GroBteil der Patienten erwartungsgemill Triger des Wildtyp-Allels GG oder der
heterozygoten Variante GA ist. Fiir Geschlecht, Alter, Raucherstatus und priavalenten Diabetes
Mellitus ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen. Tréiger
des AA-Allels haben indes eine signifikant erhohte Prdvalenz an kardiovaskuldren
Erkrankungen und koronaren Herzkrankheiten, Triger der GA-Variante weisen signifikant
niedrigere FGF23-Spiegel und fraktionelle Phosphatausscheidungen auf.

Untersucht man die Patienten anhand ihres Trigerstatus fiir die verschiedenen Allele des
Phe352Val-SNPs, zeigt sich, dass ein GroBteil der Patienten auch hier erwartungsgeméif Triger
des Wildtyp-Allels FF oder der heterozygoten Variante FV sind. Dabei ergeben sich fiir
Geschlecht, Alter, Raucherstatus und priavalenten Diabetes Mellitus keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Patientengruppen. Triager der VV-Variante weisen jedoch einen

signifikant erh6hten diastolischen Blutdruck auf.
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Tabelle 5. Patientencharakteristika bei Studieneinschluss, stratifiziert nach Allelen der SNPs Gly388Arg (GG, GA, AA) und Phe352Val (FF, FV,

VV).
Gesamt-
GG GA AA p FF FV \'A% p
kohorte
519 257 207 55 376 128 15
n
[49,5 %] [39,9 %] [10,6 %] [72,4 %] [24,7 %] [2,9 %]
Alter [Jahre] 65,0+12,2 | 651+12,4 653+11,6 642+13,6 0,853 64,7+ 12,7 664+10,5 62,7+12,4 0,275
Geschlecht 211 101 89 21 159 49 3
0,669 0,186
[weiblich] [40,7 %] [39,3 %] [43,0 %] [38,2 %] [42,3 %] [38,3 %] [20,0 %]
Diabetes Mellitus 196 100 74 22 135 56 5
0,734 0,268
[ja] [37,8 %] [38,9 %] [35,7 %] [40,0 %] [35,9 %] [43,8 %] [33,3 %]
Aktiver Nikotin- 54 28 23 3 41 12 1
0,444 0,790
konsum [ja] [10,4 %] [10,9 %] [11,1 %] [5,5 %] [10,9 %] [9.4 %] [6,7 %]
114 53 40 21 81 33 0
Pravalente KHK 0,008 0,069
[22,0 %] [20,6 %] [19.3 %] [38,2 %] [21,5 %] [25,8 %] [0,0 %]
Privalente
48 29 15 4 37 10 1
zerebrovaskulare 0,285 0,744
[9,2 %] [11,3 %] [7,2 %] [7,3 %] [9,8 %] [7,8 %] [6,7 %]
Erkrankung
33 17 11 5 25 8 0
Priavalente pAVK 0,578 0,584
[6,4 %] [6,6 %] [5,3 %] [9,1 %] [6,6 %] [6,3 %] [0,0 %]
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Gesamt-
GG GA AA p FF FV \AY p
kohorte
Pravalente
160 83 53 24 116 43 1
kardiovaskulire 0,028 0,102
[30,8 %] [32,3 %] [25,6 %] [43,6 %] [30,9 %] [33,6 %] [6,7 %]
Erkrankung
Systolischer BD
152 +£24 153 +£24 151 +£25 151+ 19 0,697 152 £ 24 151 £23 156 + 32 0,802
[mmHg]
Diastolischer BD
86+ 13 86+ 13 86+ 13 82+ 13 0,108 86+ 13 84 + 13 92 +£18 0,047
[mmHg]
eGFR
47 £ 16 47 £ 16 46 £ 15 48 + 18 0,653 47 £ 16 45+ 16 45+ 17 0,345
[mg/ml/1,73 m?]
Albuminurie 30 42 27 22 32 24 45
0,191 0,948
[mg/g] [8; 180] [9; 257] [6; 120] [9; 193] [8; 183] [7; 195] [7; 163]
201 185 194 258 193 209 140
NT-proBNP [ng/1] 0,335 0,498
[85; 524] [83; 503] [88; 529] [102; 865] [84; 527] [95; 651] [54; 376]
Troponin T [ng/l] 18 £31 18+ 17 18 £ 46 17+ 15 0,960 18 £ 36 18+ 15 19+ 15 0,987
Ges.-Cholesterin
191 +£43 192 + 41 190 + 43 195 £ 50 0,747 193 +43 188 £ 46 185+ 24 0,425
[mg/dl]
LDL-Cholesterin
(mg/dl] 114 + 36 115+ 35 112 +£ 37 115+£39 0,549 115+£36 112 +£39 108 £ 28 0,582
mg

43



Ergebnisse

Gesamt-
GG GA AA p FF FV \AY p
kohorte
HDL-Cholesterin
52+17 51+16 53+ 18 49 + 17 0,188 52+17 51+17 49 + 12 0,777
[mg/dl]
Triglyceride
165+ 117 163+ 116 160+ 116 194 + 128 0,144 168 +£ 127 158 +£ 87 157+ 110 0,679
[mg/dl]
2,65 2,70 2,35 3,00 2,70 2,60 2,00
CRP [mg/1] 0,218 0,379
[1,10; 5,00] | [1,20; 5,30] [1,00;4,53] [1,60; 5,10] [1,20; 5,10] [1,03;5,23] [1,00;2,90]
Phosphor [mg/dl] | 3,35+0,65 | 3,35+0,65 3,38+0,67 3,27+0,58 0,542 3,37+0,64 3,32+0,70 3,39+0,54 0,757
FePi [%] 24 + 12 26+ 14 23+ 11 25+ 12 0,028 24 + 13 26+ 12 22+ 10 0,263
25-OH-Vitamin D
23+13 23+13 24 + 15 23+ 12 0,823 23+13 23+ 14 24 + 14 0,888
[ng/ml]
Parathormon 52 53 50 57 52 57 53
0,112 0,222
[pg/ml] [37; 83] [38; 84] [33; 81] [41; 96] [36; 78] [38; 106] [32; 87]
FGF23 c-terminal 99 103 91 110 99 106 79
0,049 0,256
[rU/ml] [64; 156] [68; 168] [58; 149] [58; 153] [62; 158] [68; 159] [55; 118]
FGF23 intakt 64 65 63 65 63 68 48
0,698 0,212
[pg/ml] [47; 97] [48; 98] [45; 99] [46; 97] [47; 99] [50; 98] [39; 74]
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Gesamt-
GG GA AA p FF FV \'A% p
kohorte
399 392 411 424 388 413 408
sKlotho [pg/ml] 0,283 0,297
[331;483] | [319;476] [335;493] [366;571] [321;480] [350;493] [353;447]

Abkiirzungen: KHK = Koronare Herzkrankheit; pAVK = periphere arterielle Verschlusskrankheit; BD = Blutdruck; eGFR = estimated Glomerular

Filtration Rate (geschitzte glomeruldre Filtrationsrate); NT-Pro-BNP = N-terminales pro Brain Natriuretic Peptide; LDL = Low-Density Lipoprotein;

HDL = High-Density Lipoprotein; CRP = C-reaktives Protein; FePi = fractional excretion of phosphorus (fraktionelle Phosphatausscheidung).
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S.2. Querschnittsanalysen echokardiographischer Parameter bei

Studienbeginn

471 der 519 untersuchten Pateinten erhielten bei Studieneinschluss eine Echokardiographie; bei
den tlibrigen 48 Patienten war aus logistischen Griinden keine Echokardiographie moglich. Von
diesen 471 Patienten wurden bei 458, 431 und 435 LVMI, LAVI und E/e‘ bestimmt. Die
fehlenden Untersuchungsergebnisse resultierten zumeist aus nicht ausreichender
Darstellbarkeit; zudem umfasste das echokardiographische Untersuchungsprogramm bei den
ersten 25 Patienten nicht die Bestimmung der LAVI.

Von den 458 Patienten, deren LVMI bestimmt wurde, hatten 107 (23 %) eine linksventrikulére
Hypertrophie. Von den 471 Patienten, bei denen eine Echokardiographie erfolgte, hatten 60
Patienten eine reduzierte linksventikuldre systolische Funktion und 411 Patienten eine normale
linksventrikulére systolische Funktion.

In Tabelle 6 sind Korrelationsanalysen nach Pearson nach Logarithmierung von nicht-normal
verteilten Variablen dargestellt. Der LVMI bei Studieneinschluss korrelierte moderat mit
hoherem NT-Pro-BNP und schwach mit hoherem Alter, systolischem Blutdruck, Albuminurie,
Troponin T, Triglyceriden, FePi, Parathormon, cFGF23, iFGF23 sowie mit niedrigerer eGFR,
Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin und sKlotho. Der LA VI bei Studieneinschluss korrelierte
stark mit hoherem NT-Pro-BNP, moderat mit hoherem Alter und schwach mit héherem
systolischen Blutdruck, Albuminurie, Troponin T, Phosphor, FePi, Parathormon, cFGF23 und
iFGF23 sowie mit niedrigerer eGFR, Gesamtcholesterin und sKlotho. E/e‘ bei
Studieneinschluss korrelierte moderat mit hoherem Alter, NT-Pro-BNP und Troponin T, und
schwach mit hoherem systolischen Blutdruck, Albuminurie, CRP, Phosphor, Parathormon,
cFGF23 und iFGF23, sowie mit niedrigerem diastolischen Blutdruck und eGFR.

In Tabelle 7 sind die echokardiographischen Parameter bei Studieneinschluss, gruppiert nach
Alleltragerstatus der SNPs Gly388Arg und Phe352Val, dargestellt. Bei Stratifizierung der
Patienten anhand des Gly388Arg-Genotyps zeigen sich, mit Ausnahme eines bei Trigern der
AA-Variante verminderten Fractional Shortenings, keine signifikanten Unterschiede in den bei
Studieneinschluss erhobenen echokardiographischen Parametern. Stratifiziert man die
Patienten fiir die verschiedenen Allele des Phe352Val-SNPs, so zeigen sich keinerlei

signifikante Unterschiede in echokardiographischen Parametern bei Studieneinschluss.
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Tabelle 6. Korrelationsanalysen nach Pearson

LVMI [g/m?] LAVI [ml/m?] E /e¢
r p r p r p
Alter [Jahre] 0,183 < 0,001 0,353 <0,001 0,380 <0,001
Systolischer BD
0,157 0,001 0,160 0,001 0,262 < 0,001
[mmHg|
Diastolischer BD
0,056 0,229 -0,080 0,096 -0,139 0,004
[mmHg|
eGFR
-0,174 < 0,001 -0,229 < 0,001 -0,256 <0,001
[mg/ml/1,73 m?|
log Albuminurie
0,143 0,002 0,162 0,001 0,125 0,009
[mg/g]
log NT-Pro BNP
0,355 <0,001 0,564 <0,001 0,455 < 0,001
[ng/1]
Troponin T [ng/l] 0,213 < 0,001 0,143 0,003 0,328 < 0,001
Ges.-Cholesterin
-0,110 0,019 -0,115 0,017 -0,044 0,358
[mg/dl]
LDL-Cholesterin
-0,090 0,054 -0,090 0,063 -0,023 0,629
[mg/dl]
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LVMI [g/m?] LAVI [ml/m?] E /e
r p r p r p
HDL-Cholesterin
-0,221 < 0,001 -0,078 0,106 -0,054 0,263
[mg/dl]
Triglyceride
0,101 0,031 -0,020 0,681 0,011 0,824
[mg/dl]
log CRP [mg/l] 0,048 0,311 0,076 0,116 0,141 0,003
Phosphor [mg/dl] 0,030 0,516 0,155 0,001 0,200 < 0,001
FePi [%] 0,252 < 0,001 0,196 < 0,001 0,084 0,085
25-OH-Vitamin D
-0,003 0,954 0,027 0,584 -0,032 0,512
[ng/ml]
log Parathormon
0,251 < 0,001 0,283 < 0,001 0,160 0,001
[pg/ml]
log FGF23
0,155 0,001 0,288 < 0,001 0,184 < 0,001
c-terminal [rU/ml]
log FGF23
0,217 < 0,001 0,207 < 0,001 0,107 0,026
intakt [pg/ml]
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LVMI [g/m?]

LAVI [ml/m?]

log sKlotho [pg/ml] -0,134

0,010

-0,119

0,028

-0,022

0,680

Abkiirzungen: BD = Blutdruck; eGFR = estimated Glomerular Filtration Rate (geschitzte glomeruldre Filtrationsrate); NT-Pro-BNP = N-terminales

pro Brain Natriuretic Peptide; LDL = Low-Density Lipoprotein; HDL = High-Density Lipoprotein; CRP = C-reaktives Protein; FePi = fractional

excretion of phosphorus (fraktionelle Phosphatausscheidung).
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Tabelle 7. Echokardiographische Parameter bei Studieneinschluss, stratifiziert nach Allelen der SNPs Gly388Arg (GG, GA, AA) und Phe352Val (FF,

FV, VV).
Gesamt-
GG GA AA p FF FV \AY p
kohorte
1 234 190 47 343 114 14
n
[49,5 %] [40,3 %] [10,0 %] [72,8 %] [24,2 %] [3,0 %]
LVMI [g/m?] 91,8 £27,0 | 91,7+28,5 91,4+24,7 93,9+28,7 0,861 91,1 +£25,4 92,8+282 100,9+48,0 0,379
Fractional
39,1 £8,3 39,6 £8,3 39,3+7,9 35,7+8,8 0,022 39,1 £8,3 38,9 +8,0 40,3 +9,3 0,867
Shortening [%]

E max [cm/s] 83,9+27,0 | 84,6 £28,5 81,9+24,4 88,6+29,1 0,285 83,9+284 85,1+23,3 74,8=+13,7 0,450
A max [cm/s] 84,9+24,6 | 859250 850+24,2 79,5+23,6 0,295 84,8 £24,1 84,8+245 86,5+364 0,973
LAVI [ml/m?] 37,6 12,7 | 37,5+12,6 379+12,9 37,5+13,0 0,945 374+13,0 38,4+120 375+122 0,790
E/ef 8,8+3,3 8,8+3,1 8,8+3,3 9,0+3,8 0,881 8,9+3,5 8,728 8,024 0,618
e [em/s] 10,0+ 2,7 99+2,6 99+2,8 10,5+ 3,1 0,408 99+29 103+2,4 95+22 0,441

50



Ergebnisse

5.3. Liangsschnittanalysen echokardiographischer Parameter im

Studienverlauf

228 der 471 bei Studieneinschluss echokardiographisch untersuchten Patienten wurden nach
fiinf Jahren erneut echokardiographisch untersucht (Tabellen 8 und 9; Abbildungen 1 und 2).
Wie bei der initialen Untersuchung gelang auch bei der Verlaufskontrolle die Bestimmung von
LVMI, LAVI und E/e (zumeist aus technischen Griinden) nicht bei allen Patienten, so dass
LVMI, LAVI und E/e‘ bei 224, 213, und 219 Patienten vorlagen. Verdnderungen von LVMI
(A LVMI), LAVI (A LAVI) und E/e‘ ((A E/e‘) zwischen der 5-Jahresuntersuchung und der
Ausgangsuntersuchung konnten bei 217, 191 und 200 Patienten bestimmt werden; bei den
iibrigen Patienten lagen keine echokardiographischen Parameter bei Einschluss und / oder bei
der 5-Jahresuntersuchung vor.

In Tabelle 8 sind Korrelationsanalysen nach Pearson der Verdnderungen der
echokardiographischen Parameter mit den bei Studieneinschluss erhobenen klassischen und
nicht-klassischen kardiovaskuldren und renalen Risikofaktoren dargestellt. Dabei erfolgten die
Analysen nach Logarithmierung von nicht-normal verteilten Variablen. Die Verdnderung der
LVMI (A LVMI) im Studienverlauf korrelierte schwach mit niedrigerem diastolischem
Blutdruck. Die Verdnderung der LAVI (A LAVI) im Studienverlauf korrelierte schwach mit
hoherem Alter, NT-Pro-BNP und FePi sowie mit niedriger eGFR. Die Verdnderung von E/e°
im Studienverlauf (A E/e) korrelierte schwach mit erhdhten Triglyceriden und FePi. Alle
sonstigen Analysen erbrachten keine signifikanten Korrelationen von Verdnderungen
echokardiographischer Parameter mit traditionellen und nichttraditionellen kardiovaskuldren
und renalen Risikofaktoren.

Bei Stratifizierung der Patienten anhand ihres Trégerstatus fiir den SNP Gly388Arg und fiir den
SNP Phe352Val zeigen sich zwischen den Patientengruppen keine signifikanten Unterschiede
in ALVMI, A LAVIund A E/e‘ (Tabelle 9).

Betrachtet man innerhalb dieser Patientengruppen LVMI, LAVI und E/e‘ bei Studieneinschluss
und nach 5-jdhriger Nachbeobachtung, so wurde in keiner Patientengruppe eine signifikante
Verdnderung von LVMI oder E/e‘ beobachtet, wiahrend LAVI in allen Patientengruppen
numerisch anstieg; in der Patientengruppe mit dem VV-Genotyp erreichte dieser Anstieg
aufgrund der geringen Zahl von Patienten dieses Genotyps keine Signifikanz, wéhrend alle

anderen Patientengruppen einen signifikanten Anstieg verzeichneten (Abbildungen 1 und 2).
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Tabelle 8. Korrelationsanalysen nach Pearson

A LVMI [g/m?] A LAVI [ml/m?] AE/e
r p r p r p
Alter
0,054 0,427 0,224 0,002 -0,131 0,064
[Jahre]
Systolischer BD
-0,039 0,570 -0,043 0,553 0,029 0,686
[mmHg|
Diastolischer BD
-0,178 0,009 -0,120 0,097 -0,039 0,582
[mmHg|
eGFR
-0,121 0,075 -0,209 0,004 -0,090 0,206
[mg/ml/1,73 m?|
log Albuminurie
-0,052 0,444 -0,092 0,207 0,022 0,758
[mg/g]
log NT-Pro BNP
-0,025 0,710 0,286 <0,001 -0,078 0,275
[ng/1]
Troponin T [ng/l] 0,079 0,245 0,132 0,069 0,120 0,092
Ges.-Cholesterin
0,001 0,987 -0,040 0,586 -0,005 0,945
[mg/dl]
LDL-Cholesterin
-0,033 0,633 -0,049 0,503 -0,076 0,284
[mg/dl]
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A LVMI [g/m?] A LAVI [ml/m?] AE /e
r p r p r p
HDL-Cholesterin
0,030 0,655 0,001 0,986 -0,093 0,188
[mg/dl]
Triglyceride
0,022 0,745 0,012 0,871 0,180 0,011
[mg/dl]
log CRP [mg/l] -0,009 0,892 -0,022 0,759 -0,023 0,744
Phosphor [mg/dl] 0,031 0,652 0,062 0,393 -0,103 0,147
FePi [%] 0,011 0,871 0,149 0,041 0,176 0,014
25-OH-Vitamin D
-0,054 0,435 -0,044 0,546 -0,011 0,873
[ng/ml]
log Parathormon
0,024 0,730 0,005 0,948 0,108 0,130
[pg/ml]
log FGF23
0,022 0,742 0,115 0,112 0,038 0,593
c-terminal [rU/ml]
log FGF23
0,024 0,720 0,116 0,109 0,101 0,156
intakt [pg/ml]
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A LVMI [g/m?]

A LAVI [ml/m?]

AE/e¢

log sKlotho [pg/ml] 0,097 0,154

-0,122

0,092

0,105

0,138

Abkiirzungen: BD = Blutdruck; eGFR = estimated Glomerular Filtration Rate (geschitzte glomeruldre Filtrationsrate); NT-Pro-BNP = N-terminales

pro Brain Natriuretic Peptide; LDL = Low-Density Lipoprotein; HDL = High-Density Lipoprotein; CRP = C-reaktives Protein; FePi = fractional

excretion of phosphorus (fraktionelle Phosphatausscheidung).
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Tabelle 9. Echokardiographische Parameter im Studienverlauf, stratifiziert nach Allelen der SNPs Gly388Arg (GG, GA, AA) und Phe352Val (FF,

FV, VV).
Gesamt-
GG GA AA p FF FV VvV p
kohorte
106 97 25 170 56 2
n 228
[46,5 %] [42,5 %] [11,0 %] [74,6 %] [24,6 %] [0,9 %]
A LVMI [g/m?] -0,1+21,0 | 0,1+17,9 1,5+23,1 -7,7+£24,1 0,181 -0,2+19,5 02+253 -0,1+21,0 0,995
A LAVI [ml/m?] 8,6 +10,6 92+11,1 7,4+9,6 11,0+ 12,1 0,287 9,2+ 10,6 6,7+10,8 13,5+3,6 0,281
AE/e¢ 0,0£2,5 -0,1+2,7 02+2,5 -0,3+2,3 0,605 0,1+2,7 -0,2+2,0 -1,3+2,3 0,628
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Abbildung 1. Vergleich echokardiographischer Parameter zum Studieneinschluss und nach
5-jéhriger Nachbeobachtungszeit, bezogen auf den SNP Gly388Arg. (A) LVMLI. (B) LAVL. (C)
E/e‘. Signifikante Unterschiede zwischen den Echokardiographien bei Studieneinschluss und

nach der 5-jdhrigen Nachbeobachtung sind markiert (t-Test fiir gepaarte Stichproben;

*p<0,05 " p<0,01; " p<0,001).
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Abbildung 2. Vergleich echokardiographischer Parameter zum Studieneinschluss und nach
5-jéhriger Nachbeobachtungszeit, bezogen auf den SNP Phe352Val. (A) LVMI. (B) LAVL. (C)
E/e‘. Signifikante Unterschiede zwischen den Echokardiographien bei Studieneinschluss und

nach der 5-jdhrigen Nachbeobachtung sind markiert (t-Test fiir gepaarte Stichproben;
*p<0,05 " p<0,01; " p<0,001).
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5.4. Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen

Die Nachbeobachtungszeit der 519 untersuchten Patienten betrug durchschnittlich 5,1 + 2,1
Jahre. In dieser Zeit erlitten 144 Patienten ein atherosklerotisches kardiovaskuldres Ereignis
und 119 Patienten eine kardiale Dekompensation.

Eine Unterteilung der Patienten anhand des Gly388Arg Polymorphismus zeigte in der Kaplan-
Meier-Analyse mit log-rank-Test keine signifikanten Unterschiede beziiglich des ereignisfreien
Uberlebens fiir die beiden Endpunkte atherosklerotisches kardiovaskulires Ereignis und
kardiale Dekompensation. Ebenso zeigten sich nach Unterteilung der Patienten anhand des
Phe352Val Polymorphismus keine signifikanten Unterschiede beziiglich des ereignisfreien
Uberlebens fiir die obigen Endpunkte (Abbildungen 3 und 4).

Weiterhin wurden Kaplan-Meier-Analysen nach Stratifizierung der Patienten in cFGF23-,
iFGF23- und sKlotho-Tertile durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit dem hochsten
Plasma-cFGF23, mit dem hochsten Plasma-iFGF23 und mit dem niedrigsten Plasma-sKlotho
jeweils ein hoheres Risiko fiir kardiale Dekompensationen haben (Abbildung 5). Bei
Betrachtung des primdren Endpunktes atherosklerotisches kardiovaskuldres Ereignis zeigte
sich, dass auch hier Patienten mit den hochsten Plasma-cFGF23 und mit hochsten Plasma-
iFGF23 jeweils ein hoheres Risiko hatten; zwischen den sKlotho-Tertilen zeigten sich jedoch

keine signifikanten Unterschiede im ereignisfreien Uberleben (Abbildung 6).
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Abbildung 3. Ereignisfreies Uberleben in Hinblick auf kardiale Dekompensationen.
(A) Einteilung nach Gly388Arg-Genotyp. (B) Einteilung nach Phe352Val-Genotyp. Die
Kaplan-Meier Analyse mit log-rank-Test ergibt jeweils keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Genotypen (p > 0,05).
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Abbildung 4. Ereignisfreies Uberleben in Hinblick auf atherosklerotische kardiovaskulire

Ereignisse. (A) Einteilung nach Gly388Arg-Genotyp. (B) Einteilung nach Phe352Val-

Genotyp. Die Kaplan-Meier Analyse mit log-rank-Test ergibt jeweils keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Genotypen (p > 0,05).
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Abbildung 5. Ereignisfreies Uberleben in Hinblick auf kardiale Dekompensationen, Kaplan-

Meier-Analyse mit log-rank-Test. (A) Einteilung nach c-terminalem FGF23 (Tertil 1: 14,79 -
72,39 rU/ml; Tertil 2: 72,39 - 131,17 rU/ml; Tertil 3: 131,90 - 7441,80 rU/ml). (B) Einteilung
nach intaktem FGF23 (Tertil 1: 7,39 - 51,26 pg/ml; Tertil 2: 51,44 - 81,75 pg/ml; Tertil 3:
82,23 - 992,23 pg/ml). (C) Einteilung nach sKlotho (Tertil 1: 170,46 - 359,11 pg/ml; Tertil 2:

359,48 - 443,92 pg/ml; Tertil 3: 445,96 - 2054,12 pg/ml).
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Abbildung 6. Ereignisfreies Uberleben in Hinblick auf atherosklerotische kardiovaskulire

Ereignisse, Kaplan-Meier-Analyse mit log-rank-Test. (A) Einteilung nach c-terminalem FGF23
(Tertil 1: 14,79 -72,39 rU/ml; Tertil 2: 72,39 - 131,17 rU/ml; Tertil 3: 131,90 - 7441,80 rU/ml).
(B) Einteilung nach intaktem FGF23 (Tertil 1: 7,39 - 51,26 pg/ml; Tertil 2: 51,44 - 81,75 pg/ml;
Tertil 3: 82,23 - 992,23 pg/ml). (C) Einteilung nach sKlotho (Tertil 1: 170,46 - 359,11 pg/ml;

Tertil 2: 359,48 - 443,92 pg/ml; Tertil 3: 445,96 - 2054,12 pg/ml).
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5.5. Cox-Regressions-Analysen

In univariaten Cox-Regressionsanalysen erwiesen sich erhohtes cFGF23 und erhdhtes iFGF23
bei Betrachtung als kontinuierliche Variablen als signifikante Pridiktoren fiir kardiale
Dekompensationen (Tabelle 10). sKlotho war bereits in univariaten Cox-Regressionsanalysen
kein signifikanter Pridiktor. In den fiir kardiovaskuldre und renale Risikofaktoren sowie fiir
andere CKD-MBD Variablen korrigierten Analysen blieb lediglich erhohtes cFGF23
signifikanter Préadiktor.

In explorativen Analysen wurden cFGF23, iFGF23 und sKlotho als kategorisierte Variablen
untersucht. Patienten in der hochsten cFGF23-Tertile hatten gegeniiber Patienten in der
niedrigsten cFGF23-Tertile in der univariaten Analyse ein 6,5-fach erhohtes Risiko (95 %
Konfidenzintervall [95 % KI] 3,5 - 12,0) und im volladjustierten Modell ein 4,4-fach erhdhtes
Risiko (95 % KI 2,1 - 9,3) fiir kardiale Dekompensationen.

Patienten in der hochsten 1FGF23-Tertile hatten ein 4,0-fach erhohtes Risiko
(95 % KI 2,3 - 7,0) fiir kardiale Dekompensationen in der univariaten Analyse. Nach Korrektur
fiir eGFR und log Albuminurie ist iFGF23 voriibergehend kein signifikanter Pradiktor, wahrend
im volladjustierten Modell Patienten in der hochsten iIFGF23-Tertile ein 2,3-fach erhohtes
Risiko (95 % KI 1,1 - 4,7) aufweisen.

Im Vergleich zu Patienten in der niedrigsten sKlotho Tertile hatten Patienten in der mittleren
sKlotho-Tertile ein signifikant vermindertes Risiko fiir kardiale Dekompensationen in der
univariaten Analyse (HR 0,5; 95 % KI 0,3 - 0,9), im Modell 2 mit Korrektur fiir eGFR und
Albuminurie (HR 0,6; 95% KI 0,4 - 1,0), im Modell 4 mit Korrektur fiir cGFR, Albumuniie,
Alter, Geschlecht, privalenten Diabetes Mellitus und pravalente kardiovaskuldre Erkrankung
(HR 0,5; 95% KI 0,3 - 0,9) sowie im volladjustierten Modell (HR 0,4; 95 % KI1 0,3 - 0,7).
Patienten in der hochsten sKlotho-Tertile hatten jedoch gegeniiber Patienten in der niedrigsten

sKlotho-Tertile kein signifikant erniedrigtes Risiko.
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Tabelle 10. Cox-Regressions-Analysen fiir den Endpunkt kardiale Dekompensation.

Modell 1

Modell 2 Modell 3 Modell 4 Modell 5
Variable
HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p
Kontinuierliche Variablen
log cFGF23
55@3,6-83) <0,001| 3,4(22,0-58) <0,001| 32(1,9-54) <0,001| 3,4(22,0-5,7) <0,001| 3,2(1,9-5,6) <0,001
[rU/ml]
log iIFGF23
4124-72) <o0,001| 1,2(0,5-2,5 0,725 | 1,3(0,6-3,00 0,557 | 1,6(0,7-3,8) 0,304 | 1,1(0,4-3,2) 0,792
[pg/ml]
log sKlotho
0,5,1-2,1) 0,351 | 1,0(0,2-4,0) 0968 | 1,0(0,3-3,8) 0,998 | 0,7(0,2-2,9) 0,638 | 0,5(0,1-2,3) 0,388
[pg/ml]
Kategorisierte Variablen
cFGF23
2. Tertile 1,8(0,9-3,8) 0,094 | 1,5(0,7-3,1) 0,294 | 1,6(0,8-34) 0,183 | 1,6(0,8-3,3) 0,212 | 1,6(0,8-3,4) 0,194
3. Tertile | 6,5(3,5-12,0)0 <0,001 | 3,9(1,9-8,1) <0,001| 46(2,2-9,7) <0,001 | 44(2,1-9,3) <0,001| 44(2,1-93) <0,001
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Modell 1 Modell 2 Modell 3 Modell 4 Modell 5
Variable
HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p
iFGF23
2. Tertile 1,50,8-2,7) 0,239 1,2(0,6-23) 0,564 1,7(0,9-3,2) 0,121 1,500,8-29) 0,217 1,6 (0,8-3,1) 0,175
3. Tertile 4,02,3-7,00 <0,001| 1,9(1,0-3,8) 0,062 | 22(1,1-4,5 0,022 | 23(1,1-4,6) 0,021 2,3(1,1-4,7) 0,028
sKlotho
2. Tertile 0,5(0,3-0,9 0,014 | 0,6(04-1,00 0,040 | 06(04-1,00 0,050 | 0,5(0,3-0,9) 0,012 0,40,3-0,7) 0,002
3. Tertile 0,6 (04-1,00 0,061 0,8(0,5-1,2) 0,257 | 0,8(0,5-1,3) 0433 0,7(0,5-1,2) 0,216 | 0,7(04-1,1) 0,133

Modell 1 = Univariate Analyse

Modell 2 = Adjustierung fiir eGFR und log Albuminurie
Modell 3 = Adjustierung fiir eGFR, log Albuminurie, Alter und Geschlecht

Modell 4 = Adjustierung fiir eGFR, log Albuminurie, Alter, Geschlecht, prav. Diabetes Mellitus und prév. kardiovaskuldre Erkrankung
Modell 5 = Adjustierung fiir eGFR, log Albuminurie, Alter, Geschlecht, priv. Diabetes Mellitus, préav. kardiovaskuldre Erkrankung, und CKD-MBD-
Variablen (log sKlotho [bei Ausgangsvariable cFGF23 / iFGF23], log cFGF23 [bei Ausgangsvariable Klotho], Phosphor, FePi, Parathormon)
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6. Diskussion

6.1. Die chronische Nierenerkrankung und kardiovaskulires Risiko

Die chronische Nierenerkrankung wéchst aufgrund ihrer steigenden Pridvalenz zu einer
zunehmenden medizinischen wie auch Okonomischen Herausforderung heran [33,90].
Chronisch nierenkranke Patienten sind dabei aber nicht allein durch ihre renalen
Grunderkrankungen gefahrdet, sondern weisen auch eine ausgeprégte extrarenale Komorbiditat
auf, in deren Zentrum ein massiv erhohtes kardiovaskulares Risiko steht [25,48].

Klassische atherosklerotische Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie oder Diabetes Mellitus
haben bei chronisch nierenkranken Patienten eine erhohte Prdvalenz [121], was zunidchst
nahelegt, dass die hohe kardiovaskuldre Komorbiditit dieser Patienten vorwiegend durch
atherosklerotische Ereignisse bedingt ist. So steigt mit fortschreitender Nierenerkrankung die
Inzidenz akuter Myokardinfarkte [22,104], zerebraler Insulte [88] und peripher-arterieller
Verschlusskrankheiten [114,115] an.

Bei genauer epidemiologischer Betrachtung konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
klassischen atherosklerotischen Risikofaktoren alleine gesehen das erhohte Auftreten
kardiovaskulirer Ereignisse nur unvollstindig erkliren konnen [96]. Ubereinstimmend damit
konnen in der nierengesunden Bevolkerung etablierte Therapien zur Reduktion klassischer
atherosklerotischer kardiovaskuldrer Risikofaktoren das Outcome nierenkranker Patienten nur
in einem erheblich verminderten Umfang verbessern [37,165,179].

Daher riicken myokardiale Erkrankungen als Erklarung der hohen kardiovaskuldren Mortalitdt
zunehmend in den Fokus der nephrologischen Forschung, da gezeigt werden konnte, dass
chronisch nierenkranke Menschen ein substantiell erhohtes Risiko haben, eine linksventrikulare
Hypertrophie [119], eine Herzinsuffizienz [78] und Vorhofflimmern [3,146] zu entwickeln. So
weist der Datenreport des US Renal Data Systems (USRDS) aus dem Jahr 2014 die
Herzinsuffizienz als hédufigste kardiovaskuldre Erkrankung aus, die mit einer chronischen
Nierenerkrankung in Verbindung steht [131].

Anders als die epidemiologisch sehr genau charakterisierten atherosklerotischen
kardiovaskuldren Risikofaktoren sind Risikofaktoren fiir myokardiale Erkrankungen jedoch
wesentlich weniger prizise charakterisiert. Insbesondere bei chronisch nierenkranken

Menschen sind die zugrundeliegenden pathophysiologischen Signalkaskaden, die zu einer
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Myokardhypertrophie fiihren, nur wenig bekannt, obgleich sich diese Hypertrophie durchaus
als Therapieziel fiir kardioprotektive Interventionen anbietet. So konnten London und Mitarb.
[95] in der Nachbeobachtung einer Kohorte von Dialysepatienten iiber 5 Jahren zeigen, dass
ein Riickgang einer linksventrikuldren Hypertrophie um 10% mit einer Reduktion der
kardiovaskulidren Mortalitit um 28% einhergeht.

Allerdings wurde in den letzten Jahren insbesondere der dysregulierte Mineral- und
Knochenstoffwechsel chronisch nierenkranker Menschen (,,Chronic kidney disease - mineral
and bone disorders; CKD-MBD*) als Ursache myokardialer Erkrankungen intensiv diskutiert.
Die CKD-MBD ist insbesondere durch das Auftreten einer Hypovitaminose D, einer
Hyperphosphatdmie sowie eines sekunddren Hyperparathyreoidismus [91] charakterisiert,
wobei jede einzelne dieser Storungen in Léngsschnittanalysen mit einer erhdhten
kardiovaskuldren Morbiditit und Mortalitit assoziiert ist [79,152,161,168]. Experimentell
konnten Hypovitaminose D, Hyperphosphatdmie und sekundérer Hyperparathyreoidismus mit
myokardialen Verdnderungen assoziiert werden [111,134,171]. In Querschnittsanalysen waren
hohere Phosphat- und Parathormonspiegel mit hoherer linksventrikulérer Masse und hohere
Vitamin-D-Spiegel mit niedrigerer linksventrikuldrer Masse assoziiert [43,106,129]. Diese
Untersuchungen legen daher nahe, dass eine Behandlung dieser Storungen eine wichtige Saule
in der Therapie chronisch nierenkranker Patienten darstellen konnte, falls eine
pharmakologische Intervention in der CKD-MBD iiber eine Reduktion der linksventrikuldren
Hypertrophie in einer Reduktion kardiovaskuldrer Ereignisse resultiert.

Trotzdem erbrachten mehrere randomisiert-kontrollierte Studien, die sich auf die Therapie der
Hypovitaminose D, des sekundidren Hyperparathyroidismus oder der Hyperphosphatimie
fokussierten, keine kardiovaskuldre Risikoreduktion [12,20,153,162]. Daher sind in den letzten
Jahren nicht-traditionelle Komponenten der CKD-MBD, insbesondere das phosphaturische

Hormon FGF23, in den Fokus der kardiorenalen Forschung geriickt.

6.2. Bedeutung von FGF23 und FGFR4 bei urimischer Kardiomyopathie

Mit der Entdeckung des phosphaturisch wirksamen Hormons FGF23 konnte das Verstindnis
des gestorten Mineral- und Knochenstoffwechsels bei chronisch nierenkranken Patienten
substantiell verbessert werden. Die Serumspiegel von FGF23 steigen bereits zu Beginn einer
chronischen Nierenerkrankung an [34] und verhindern zumindest in diesen frithen Phasen eine

Hyperphosphatédmie [71].
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Allerdings konnten mehrere prospektive Studien bei chronisch nierenkranken Patienten einen
vom Ausmal der chronischen Nierenerkrankung und anderen Risikofaktoren unabhéngigen
Zusammenhang zwischen FGF23 und kardiovaskuldren Ereignissen nachweisen [74,135,136].
Die bei chronisch nierenkranken Patienten in mehreren Kohortenstudien berichtete Assoziation
von FGF23 mit der linksventrikuliren Muskelmasse in Querschnittsanalysen [55] und mit
inzidenter linksventrikuldrer Hypertrophie in Ldngsschnittanalysen [36] deutet auf eine FGF23-
induzierte Myokardhypertrophie als potentielle Erklarung fiir dieses erhohte kardiovaskulére
Risiko hin. Prospektive Analysen unserer CARE FOR HOMe-Kohorte konnten dariiber hinaus
FGF23 als unabhingigen Pradiktor von akut dekompensierten Herzinsuffizienzen identifizieren
[138], was in der CRIC-Kohorte bestitigt werden konnte [135]. In beiden Studien war dabei
die Assoziation mit dekompensierten Herzinsuffizienzen stirker als die mit atherosklerotischen
kardiovaskuldren Ereignissen.

In Einklang mit diesen klinisch-nephrologischen Studiendaten konnte auch in der
Allgemeinbevolkerung und bei kardiovaskuléren Risikopatienten eine Assoziation von FGF23-
Spiegeln mit linksventrikuldrer Hypertrophie in Querschnittsanalysen [105,137] und mit
kardiovaskuliren Ereignissen in Lingsschnittanalysen [69,122] beobachtet werden. Ahnlich
wie bei chronisch nierenkranken Menschen wurden auch in diesen Kohorten kardiale
Dekompensationen besser als atherosklerotische kardiovaskuldre Ereignisse durch FGF23
vorhergesagt [69,122].

Aufgrund dieser starken Assoziationen sind potentielle Pathomechanismen, iiber die erhdhte
FGF23-Spiegel zur linksventrikuliren Hypertrophie beitragen konnen, Gegenstand der
aktuellen Forschung. In diesem Kontext stellten Faul und Mitarb. die Hypothese einer direkten
myokardialen Schidigung durch FGF23 {iber einen FGF-Rezeptor auf [36]. Sie konnten im
Mausmodell beobachten, dass eine FGF23-Injektion eine linksventrikuldre Hypertrophie
induziert, und dass eine Pan-FGFR-Blockade vor der Entwicklung einer solchen schiitzt. Di
Marco und Mitarb. [27] konnten iiber diese priaventive Wirkung hinaus eine therapeutische
Wirkung des Pan-FGFR-Blockers in einem CKD-Mausmodell mit vorbestehender
linksventrikuldrer Hypertrophie nachweisen. Da jedoch ein Pan-FGFR-Blocker eingesetzt
wurde, konnte der fiir die Hypertrophie mallgebliche Rezeptor zunidchst jedoch nicht
identifiziert werden. Grabner und Mitarb. spezifizierten in einer rezenten tierexperimentellen
Studie [50] diese Hypothese ndher, indem sie zeigten, dass FGF23 iiber die Aktivierung des
FGF-Rezeptors 4 eine Myokardhypertrophie auslost und umgekehrt eine spezifische Blockade
von FGFR4 vor einer kardialen Hypertrophie schiitzt. Dabei wiesen sie nach, dass FGF23 iiber
FGFR4 den PLCy/Calcineurin/NFAT-Signalweg induziert, welcher als Regulator
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pathologischer Myokardhypertrophie beschrieben wird [167]. Im Einklang mit diesen
tierexperimentellen Daten konnten Leifheit-Nestler und Mitarb. [89] in einer Obduktionsstudie
an 24 chronisch nierenkranken Patienten eine Assoziation zwischen linksventrikuldrer
Hypertrophie und vermehrter Expression von FGF23, FGFR4 und Calcineurin sowie der
Aktivierung von NFAT nachweisen. Ebenfalls konnten Di Marco und Mitarb. [26] zeigen, dass
eine systemische Blockade von Calcineurin in Méusen, bei denen eine Nierenerkrankung
induziert wurde, vor Entwicklung einer Hypertrophie schiitzt.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde daher in der vorliegenden Dissertationsschrift die
klinische Relevanz der Myokardschddigung durch FGFR4-Aktivierung mit einer Mendelschen
Randomisierung iberpriift. Demnach miisste eine genetische Variation, welche zu einer
lebenslang erhohten Aktivitdt von FGFR4 fiihrt, bei einer klinisch relevanten kausalen Rolle
von FGFR4 in der Genese der linksventrikuldren Hypertrophie ebenso einen Effekt auf die
linksventrikuldre Muskelmasse und das Auftreten kardialer Dekompensationen haben. Dieser
Effekt sollte bei chronisch nierenkranken Menschen besonders ausgeprigt sein, da diese
Patienten gegeniiber nierengesunden Menschen durch erhohte FGF23-Spiegel und eine erhdhte
Privalenz einer linksventrikuldren Hypertrophie charakterisiert sind.

Wir untersuchten als Single Nucleotid Polymorphismus (SNP) des FGFR4-Gens die Variante
Gly388Arg mit einem Austausch von Glycin zu Arginin an Position 388, die mit einer erhdhten
Rezeptorstabilitdt und einer dauerhaften Aktivierung des FGFR4 assoziiert ist [164]. Sie wurde
erstmals von Bange und Mitarb. [9] im Rahmen von Expressionsanalysen von Zelllinien des
Mammakarzinoms beschrieben und ist seitdem der am besten untersuchte SNP des FGFR4-
Gens. Er wurde unter anderem mit einer verschlechterten Prognose bei Mammakarzinom [9] ,
Weichgewebskarzinom [107], Prostatakarzinom [174], Malignem Melanom [149],
Bronchialkarzinom [147] und Kopf-Hals-Tumor [148] in Verbindung gebracht.

Wir tiberpriiften nun daher in der vorgelegten Dissertationsschrift vor diesem Hintergrund die
Assoziation verschiedener Genotypen des SNP Gly388Arg des FGF-Rezeptors 4 mit
echokardiographischen Parametern der linksventrikuldren Hypertrophie in der CARE FOR
HOMe-Kohorte. Unsere Hypothese lautete, dass bei chronisch nierenkranken Patienten eine
Assoziation zwischen dem Tragerstatus fiir den SNP Gly388Arg, welche mit einer erhdhten
Rezeptorstabilitdit und einer dauerhaften Aktivierung des FGFR4 assoziiert ist, in einem
erhohten LVMI bei Studieneinschluss und in einer stirkeren Zunahme des LVMI und einem

erhohten Risiko fiir kardiale Dekompensationen bei longitudinaler Nachbeobachtung miindet.
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Die Verteilung der einzelnen Genotypen des Gly388Arg-SNPs in der CARE FOR HOMe-
Studie entspricht der Verteilung in zahlreichen onkologischen Kohorten- und Kontrollstudien
aus der nierengesunden Bevolkerung [38,58,61,97,107,163].

Entgegen unserer Hypothese konnten wir in unserer CARE FOR HOMe-Kohorte jedoch keine
signifikante Assoziation zwischen dem SNP Gly388Arg mit der LVMI bei Studienbeginn, mit
Verdnderungen der LVMI in der fiinfjdhrigen Nachbeobachtung und im Auftreten kardialer
Dekompensationen nachweisen.

Die vorliegenden Daten suggerieren vielmehr, dass der FGF-Rezeptor 4 - und somit prasumtiv
auch FGF23 selbst - keinen klinisch relevanten kausalen Effekt in der Genese der
linksventrikuldren Hypertrophie bei chronisch nierenkranken Menschen hat.

Die nur schwache Korrelation zwischen FGF23 bei Studienbeginn mit LVMI und LAVI sowie
die fehlende Korrelation zwischen FGF23 mit Verdnderungen von LVMI und LAVI im
mehrjahrigen Studienverlauf stehen ebenfalls im Gegensatz zu einer pathophysiologisch
relevanten Rolle von FGF23 in der Genese der linksventrikuldren Hypertrophie bei chronisch

nierenkranken Menschen.

6.3. Pathomechanismen einer FGF23-induzierten Myokardschéidigung

Die Ergebnisse unserer Mendelschen Randomisierung stehen in scheinbarem Widerspruch zu
fritheren Untersuchungen bei chronisch nierenkranken Menschen, insbesondere zu fritheren
Auswertungen von CARE FOR HOMe [138] und CRIC [135], bei denen eine von der
Nierenfunktion unabhéngige Assoziation zwischen FGF23-Spiegeln und einer kardialen
Dekompensationen als wichtige Langzeitkomplikation der linksventrikuldren Hypertrophie
nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse erfordern einen detaillierten Blick auf
potentiell pathologische Effekte von FGF23 auf das kardiovaskuldre System und die Frage,
inwiefern hohe FGF23-Spiegel eine Myokardhypertrophie bedingen.

Eine mogliche Erklarung dieser diskrepanten Ergebnisse wiren kardiotoxische Wirkungen von
FGF23, welche nicht iiber FGFR4 vermittelt werden. So spielt beispielsweise eine gestorte
Natriurese in der Pathogenese der Herzinsuffizienz eine zentrale Rolle [103]. Andrukhova und
Mitarb. [4] konnten tierexperimentell zeigen, dass FGF23 ein elementarer Regulator der
Natrium-Reabsorption durch den Na-Cl-Cotransporter NCC im distalen Tubulus ist. Bei
FGF23-Mangel zeigte sich eine reduzierte Natrium-Reabsorption, wohingegen bei
Verabreichung von rekombinantem FGF23 eine vermehrte Natrium-Reabsorption auftrat,

welche wiederum zu Volumeniiberladung, Bluthochdruck und kardialer Hypertrophie fiihrte.
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Weiterhin konnten Dai und Mitarb. [24] in einer tierexperimentellen Studie nachweisen, dass
FGF23 die Expression von ACE2 hemmt, einem bekannten negativen Regulator des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) [53]. Dies ist insofern relevant, da die
medikamentose Hemmung dieses Systems eine entscheidende Rolle der pharmakologischen
Herzinsuffizienztherapie darstellt [125] und Patienten mit erhohtem FGF23 mehr von einer
Therapie mit ACE-Hemmern profitieren als Patienten mit niedrigerem FGF23 [156].
SchlieBlich kann FGF23 proinflammatorische Effekte {iber eine Stimulation von Zytokinen wie
den Tumornekrosefaktor alpha (TNF-alpha) [56] ausiiben, welche ebenfalls pathogenetisch zur
Entstehung und Progredienz der Herzinsuffizienz beitragen konnen [28]. Insbesondere TNF-
alpha vermag zumindest tierexperimentell eine kardiale Hypertrophie zu vermitteln [150].

Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass neben potenziellen direkten FGFR4-vermittelten
kardialen Effekten von FGF23 dessen postulierte systemische Effekte auf Volumenregulation,
Stimulierung des RAAS oder Inflammation zur urdmischen Kardiomyopathie beitragen.

Eine alternative Erkldrung fiir die diskrepanten Ergebnisse zwischen unserer Mendelschen
Randomisationsstudie und fritheren epidemiologischen und experimentellen Daten kdnnte sein,
dass FGF23 keine eigenstdndigen kardiotoxischen Effekte aufweist.

So existieren neben Kohortenstudien, die in Querschnittsanalysen Plasma-FGF23-Spiegel mit
der linksventrikuldren Masse assoziieren konnten [55,105,137] auch epidemiologische Studien
bei nierengesunden Menschen und nierenkranken Patienten, in denen eine Assoziation
zwischen FGF23 und Parametern kardialer Hypertrophie génzlich fehlte. So konnten Agarwal
und Mitarb. [2] in einer Kohorte von 887 Patienten der Heart and Soul Study, die an einer
koronaren Herzkrankheit leiden, zeigen, dass der Plasma-FGF23-Spiegel weder mit
konzentrischer noch mit exzentrischer Hypertrophie assoziiert ist. Es zeigte sich lediglich bei
Patienten mit eingeschrinkter Nierenfunktion eine Assoziation zur konzentrischen
Hypertrophie. Sinha und Mitarb. [143] konnten in einer Kohorte von 83 Kindern mit
vorliegender CKD in den Graden G3 bis G5 zeigen, dass FGF23 nicht mit der LVMI assoziiert
ist. Unsal und Mitarb. [159] konnten in einer Kohorte von 185 chronisch nierenkranken
Patienten keine Korrelation zwischen FGF23, dem LVMI und der LVH finden. Auch konnten
Takashi und Mitarb. [151] bei 24 erwachsenen Patienten mit verschiedenen Arten von
hypophosphatdmischer Rachitis und erhdhten Plasmaspiegeln von intaktem FGF23 keine
vermehrt auftretende linksventrikuldre Hypertrophie beobachten. Chue und Mitarb. [21]
zeigten dariiber hinaus in einer randomisierten Studie an 120 CKD-Patienten der GFR-
Kategorie G3, dass die Gabe von Sevelamer zwar die FGF23-Spiegel senkt, aber keinen

Einfluss auf kardiale Hypertrophie oder Funktion hat.

71



Diskussion

Auch einige tierexperimentelle Studien hinterfragen das Konzept einer FGF23-induzierten
kardialen Hypertrophie. Shalhoub und Mitarb. [139] konnten in einem tierexperimentellen
Modell der CKD (5/6-Nephrektomie) durch den Einsatz eines inaktivierenden FGF23-
Antikorpers keinen Effekt auf die LVH nachweisen. Diese Studie steht im Widerspruch zu den
von Faul und Mitarb. [36] und Grabner und Mitarb. [50] beobachteten Effekten, welche
allerdings eine unspezifische [36] respektive spezifische [50] Blockade des FGF23-Rezeptors
anstelle einer Inaktivierung von FGF23 selbst vornahmen. Somit konnten anstelle der
Hemmung einer FGF23-Wirkung auch die Inhibition der Interaktion anderer Bindungspartner
mit dem FGF23-Rezeptor ursdchlich fiir die beobachtete Kardioprotektion sein.

Maizel und Mitarb. [99] konnten in einer tierexperimentellen Studie zeigen, dass die
Behandlung mit dem Phosphatbinder Sevelamer Phosphat- und FGF23-Spiegel senkt und auch
der Progression einer LVH vorbeugt. In multiplen Regressionsanalysen zeigte sich jedoch, dass
nur die Phosphat-Spiegel, jedoch nicht die FGF23-Spiegel, unabhingig mit der LVMI
korrelierten. Diese Daten suggerieren, dass der phosphatsenkende Effekt von Sevelamer starker
als dessen FGF23-senkender Effekt fiir das kardiovaskuldre Benefit verantwortlich erscheint.
Tierexperimentell konnten Slavic und Mitarb. [145] im Mausmodell nachweisen, dass eine
genetische Ablation von FGF23 die Entstehung einer linksventrikuldren Hypertrophie in einem
Modell einer durch Aortenkonstriktion induzierten Druckiiberladung nicht verhindert. Pastor-
Arroyo und Mitarb. [123] analysierten weiterhin ein Mausmodell fiir die x-chromosomale
hypophosphatdmische Rachitis; die betroffenen Maiuse haben bei einer normalen
Nierenfunktion erhohtes Plasma-FGF23. Dabei wiesen diese Méuse gegeniiber Wildtypméausen
weder eine linksventrikuldre Hypertrophie oder Einschrdnkungen der Herzfunktion noch eine
Aktivierung des Calcineurin-/NFAT-Signalweges auf.

Vielmehr konnten erhohte FGF23-Spiegel moglicherweise ein bloBer Reflektor einer erhéhten
kardiovaskuldren Komorbiditit von Patienten mit hohem Risiko fiir linksventrikuldre
Hypertrophie und fiir myokardiale Ereignisse sein. Die eigentlichen pathophysiologischen
Signalkaskaden umfassen demnach nicht FGF23, sondern andere Mediatoren, die
epidemiologisch - aber nicht kausal - mit erhohten FGF23-Spiegeln assoziiert sind.

So suggerieren préiklinische Daten, dass ein Eisenmangel eine FGF23-Sekretion stimuliert [35],
was in einer klinischen Studie von Wolf und Mitarb. an Frauen mit Eisenmangel bestitigt
werden konnte [169]. In dieser klinischen Studie zeigte sich allerdings nur ein signifikanter
Anstieg von Plasma-cFGF23-Spiegeln bei gleichbleibenden Plasma-iFGF23-Spiegeln, was
durch ein vermehrtes intrazelluldres Splicen von iFGF23 zu inaktiven Bruchstiicken im Kontext

des Eisenmangels erklédrt werden kann [170].
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Weiterhin legen priklinische Daten nahe, dass auch myokardiale Erkrankungen wie eine
linksventrikulére Hypertrophie [100] oder eine Herzinsuffizienz [128] die FGF23-Sekretion
stimuliert. In diesem Kontext konnte auch in klinischen Studien nachgewiesen werden, dass
Patienten mit kardiogenem Schock hohe FGF23-Spiegel vorweisen [46,126].

In der Zusammenschau all dieser Studien erscheint uns fraglich, dass FGF23 iiber die
Aktivierung des FGF-Rezeptors 4 klinisch relevante kardiotoxische Effekte ausiibt. Unsere
Daten suggerieren vielmehr, in Einklang mit mehreren rezenten epidemiologischen und
experimentellen Studien, dass erhohte FGF23-Spiegel bei chronisch nierenkranken Patienten
cher eine gesteigerte kardiovaskuldre Komorbiditdt repriasentieren als einen eigenstéindigen

Schéadigungsfaktor darstellen.

6.4. Rolle von sKlotho bei uramischer Kardiomvyopathie

Das Transmembranprotein Klotho wird in verschiedenen Organen einschlieBlich der Niere
exprimiert und fungiert als Korezeptor fiir FGF23, indem es dessen Affinitdt fiir FGF-
Rezeptoren erhoht und somit dessen physiologische Effekte vermittelt [84]. Bei einer
chronischen Nierenerkrankung kommt es zu einer Reduktion der Klotho-exprimierenden
Tubulusepithelzellen, welche einen bereits in frithen CKD-Stadien vorliegenden Serum-
Klotho-Mangel zur Folge hat [62,77,124]. Miuse, die homozygot fiir ein hypomorphes Klotho-
Allel sind und dadurch einen Klotho-Mangel aufweisen, entwickeln einen schweren
Altersphinotyp mit verkiirzter Lebensdauer, Atherosklerose und Osteoporose [81].

Durch alternatives Splicen entsteht die 10sliche Form von Klotho (soluble Klotho, sKlotho oder
sKL), welche anschliefend in die Blutzirkulation freigegeben wird. Eine reduzierte renale
Expression von Membran-gebundenem Klotho ist sowohl im Tiermodell als auch in humanen
Studien von einer Abnahme von sKlotho-Spiegeln begleitet [10,63—65,130].

Rezente tierexperimentelle Studien legen nahe, dass sKlotho Kardiomyozyten vor Stress-
induziertem Calcium-Signaling und dadurch vor einer Hypertrophie schiitzen kann. So konnten
Xie und Mitarb. zundchst zeigen [172], dass Klotho durch die Herabregulierung des
Kationenkanals TRPC6 im Herzen kardioprotektive Effekte erzielt, weshalb Miuse mit einem
Klotho-Mangel eine kardiale Hypertrophie entwickeln. In nachfolgenden Tierexperimenten
konnten sie diese Ergebnisse erweitern und aufzeigen [173], dass Miuse mit Klotho-Mangel
unabhingig von Plasma-FGF23-Spiegeln eine kardiale Hypertrophie entwickeln. Hu und
Mitarb. [64] konnten zeigen, dass im Tiermodell hohe FGF23-Spiegel nur bei gleichzeitigem

Klotho-Mangel mit dem Ausmal kardialer Hypertrophie korrelierten. Sie konnten dariiber
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hinaus eine Inhibierung der Angiotensin-II- und TGF-beta-induzierten kardialen Hypertrophie
durch sKlotho zeigen. Weiterhin haben Yang und Mitarb. [177] einen inhibierenden Effekt von
Klotho auf eine durch das Urdmietoxin Indoxylsulfat induzierte Hypertrophie in kultivierten
Kardiomyozyten beobachtet.

In Anbetracht dieser Studien wurde in der vorliegenden Dissertationsschrift die klinische
Relevanz der Myokardschdadigung durch einen sKlotho-Mangel mit einer weiteren zweiten
Mendelschen Randomisierung iiberpriift. Wenn die experimentell postulierte Kardioprotektion
durch sKlotho klinisch relevant ist, miisste eine genetische Variation, welche zu einer
lebenslang verstiarkten Aktivitit von Klotho fiihrt, einen protektiven Effekt auf die
linksventrikulire Muskelmasse und kardiovaskulires Uberleben haben.

Dazu wurde die Assoziation verschiedener Genotypen des SNPs Phe352Val in der CARE FOR
HOMe-Kohorte iiberpriift. Arking und Mitarb. [5] konnten 2002 ein Allel auf dem Klotho-Gen
mit dem Namen ,,Klotho-VS* (KL-VS) identifizieren, welches aus sechs aufeinanderfolgenden
SNPs in einem kompletten Linkage Disequilibrium besteht. Zwei dieser SNPs resultieren in
Aminosdure-Austauschen: F352V / Phe352Val (1s9536314) und C370S / Cys370Ser
(rs9527025). Die Phe352Val-Mutation ist experimentell mit einer veranderten Dimerisierung
[154] und in klinischen Studien erhdhten extrazelluldren Spiegeln von Klotho [5,32] assoziiert.
Aufgrund des kompletten Linkage Disequilibriums der sechs aufeinanderfolgenden SNPs kann
durch die Bestimmung des SNP Phe352Val (Phenylalanin zu Valin an Pos. 352) das Allel KL-
VS identifiziert werden.

Arking und Mitarb. [5,7] konnten das KL-VS-Allel als Variante identifizieren, die bei
heterozygotem Vorliegen in Querschnittsanalysen mit hoheren Plasma-HDL-Cholesterin und
niedrigerem arteriellen Blutdruck assoziiert und in retrospektiven Analysen mit niedrigerer
Schlaganfallsrate und hoherem Gesamtiiberleben assoziiert ist. In prospektiven Analysen hatten
Trager der heterozygoten Variante ein verldngertes Gesamtiiberleben [7]. Epidemiologische
Studien suggerieren weiterhin, dass die homozygote Variante von KL-VS erstaunlicherweise
ein verfrilhtes Auftreten von atherosklerotischen Erkrankungen wie der koronaren
Herzkrankheit pradiziert [6,30].

Ahnlich wie fiir den SNP Gly388Arg, entspricht auch die Verteilung der einzelnen Genotypen
des SNP Phe352Val in CARE FOR relativ genau dessen Verteilung in mehreren Kohorten- und
Kontrollstudien aus der nierengesunden Allgemeinbevolkerung [6,112,113].

Allerdings waren in der vorliegenden Dissertationsschrift - anders als bei Arking und Mitarb.
[5] und Dubal und Mitarb. [32] - die verschiedenen Genotypen des Phe352Val-SNPs nicht mit

verdnderten Plasma-sKlotho-Spiegeln assoziiert, welches potentiell auf die im Folgenden
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diskutierten technischen Limitationen des ELISA zur Bestimmung von Plasma Klotho erklért
werden konnte.

Entgegen unseren Studienhypothesen konnten wir in unserer CARE FOR HOMe-Kohorte
keine signifikante Assoziation der Genotypen FF, FV oder VV des SNPs Phe352Val mit dem
LVMI bei Studienbeginn, mit Verdnderungen der LVMI im Studienverlauf oder mit dem
Auftreten kardialer Dekompensationen finden. Auch war Plasma-sKlotho- zwar invers mit
LVMI und LAVI korreliert, allerdings diirfen diese Korrelationskoeffizienten allenfalls als
schwach betrachtet werden (r = -0,134 und r =-0,119). Dariiber hinaus zeigte sKlotho keine

signifikante Korrelation mit Verdnderungen von LVMI und LA VI im zeitlichen Verlauf.

6.5. Protektive Effekte von Klotho und sKlotho

Ahnlich wie bei der Mendelschen Randomisierung mit dem FGFR4-SNP Gly388Arg stehen
unsere Daten zum Klotho-SNP Phe352Val in vermeintlichem Widerspruch zur Evidenz aus
den tierexperimentellen Studien, die kardioprotektive Effekte von sKlotho suggerieren.
Allerdings konnte in mehreren epidemiologischen Studien ebenso wenig eine prognostische
Bedeutung von Plasma-sKlotho-Spiegeln erkannt werden.

So fanden weder Buiten und Mitarb. [16] in einer Kohorte von 127 Dialysepatienten noch
Brandenburg und Mitarb. [14] in der LURIC-Kohorte mit 2948 kardiovaskuldren
Risikopatienten oder Shibata und Mitarb. [140] in einer Kohorte von 100 kardiologischen
Patienten eine Assoziation zwischen Plasma-sKlotho-Spiegeln und linksventrikuldrer Masse
oder Funktion.

In vorherigen Analysen aus CARE FOR HOMe mit deutlich kiirzerer Nachbeobachtungszeit
konnten Seiler und Mitarb. keine unabhdngige Assoziation von sKlotho-Spiegeln zu
Studienbeginn und kardialen Dekompensationen nachweisen [138]. In der vorliegenden
Promotionsschrift wurden diese Uberlebensanalysen erneut durchgefiihrt, wobei die
Nachbeobachtungszeit nun auf 5,1 Jahre erhoht werden konnte. Dabei konnte nun eine
signifikante Assoziation zwischen sKlotho-Spiegeln und kardialen Dekompensationen gezeigt
werden. Im Vergleich zu Patienten in der niedrigsten sKlotho-Tertile haben Patienten in der
mittleren sKlotho-Tertile ein signifikant vermindertes Risiko fiir kardiale Dekompensationen
in der univariaten Analyse (HR 0,5; 95 % K1 0,3 - 0,9) und im volladjustierten Modell (HR 0,4;
95 % KI1 0,3 -0,7). Allerdings unterschieden sich die Patienten in der ersten und dritten
sKlotho-Tertile nicht, und bei Betrachtungen als kontinuierliche Variable anstatt als

kategorisierte Variable ist sKlotho weder in univariater noch in multivariater Analyse Priadiktor
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von kardialen Dekompensationen. Somit konnen wir nicht ausschlieBen, dass die signifikante
Prognoseverbesserung in der zweiten sKlotho-Tertile bloBer Ausdruck eines statistischen
Zufalls ist, welcher bei dem von uns gewéhlten Studienmodell ohne Korrektur der Signifikanz
fiir multiples Testen bedacht werden muss.

Diese Diskrepanz zwischen humanen und experimentellen Studien zur Bedeutung von sKlotho
kann zu einem gewissen Teil durch technische Limitationen des Klotho-Assays erkldrt werden.
So ist beschrieben, dass die kommerziell verfiigbaren Antikdrper gegen Klotho relativ
unspezifisch sind und mit anderen Proteinen kreuzreagieren konnen [10] und dass sich die
verfligbaren Assays stark in ihrer Qualitdt [57] unterscheiden. Weiterhin ist beschrieben, dass
das sKlotho-Protein im urdmischen Blut hochstgradig instabil zu sein scheint [65]. Ein neuer
Antikorper, genannt sb106, konnte beziiglich dieses Problems in Zukunft Abhilfe schaffen [10]
und eine genauere Analyse ermdglichen.

Kuro-O und Mitarb. stellten bei der Erstbeschreibung des Klotho-Proteins [81] fest, dass Klotho
zwar in der Niere und anderen Organen exprimiert wird, jedoch nicht im Herzen. Ohyama und
Mitarb. [116] sowie Faul und Mitarb. [36] konnten dies in ihren Tiermodellen bestitigen.
Demzufolge kann ein Mangel der membrangebundenen Form von Klotho auch nicht auf
direktem Weg zu einer Hypertrophie von Kardiomyozyten fithren. Vielmehr konnte sKlotho
dhnlich wie Erythropoetin und 1,25-OH Vitamin D ein vorwiegend von den Nieren produzierte
Hormon darstellen und eine verminderte renale Klotho-Expression triige {iber vermindertes
Splicing und konsekutiv verminderte Plasma-sKlotho-Spiegel indirekt zu einer Induktion
linksventrikuldrer Hypertrophie bei. Dennoch ist es bis heute nicht gelungen, einen
eigenstidndigen Rezeptor fiir sKlotho zu identifizieren. Es konnte gezeigt werden, dass sKlotho
an den TGF-b Typ II-Rezeptor [29] sowie an den FGF-Rezeptor 1 [52] binden kann und diese
auch blocken kann, wodurch fibrotische Effekte von TGF-beta und FGF2 kompetitiv gehemmt
werden.

In neueren Studien wurde nun das Konzept aufgegriffen, dass sKlotho als zirkulierender
Inhibitor fiir FGF23 fungiert. So konnten Six und Mitarb. [144] in tierexperimentellen Studien
nachweisen, dass sKlotho schiadliche Effekte von FGF23 auf das Endothel lindert.

In Gesamtschau besteht dennoch bei kritischer Betrachtung der vorhandenen Studienlage
weiterhin Unklarheit dariiber, ob sKlotho tatsdchlich klinisch relevante kardioprotektive

Effekte bei chronisch nierenkranken Patienten bewirkt.
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6.6. Limitationen

Gegeniiber der Echokardiographie stellt die kardiale Magnetresonanztomographie eine
akkuratere und besser reproduzierbare Untersuchungsmethode zur Bestimmung der Herzmasse
dar [8]. Dennoch erfolgte die Bestimmung der linksventrikuldren Masse in CARE FOR HOMe
echokardiographisch. Die Echokardiographie ist eine kostengiinstige, organisatorisch einfach
durchfiihrbare und gut tolerierte Untersuchung. Zudem wurden die Untersuchungen nur durch
einen einzigen Untersucher nach den Empfehlungen der American Society of
Echocardiography durchgefiihrt, um eine moglichst gute Reproduzierbarkeit zu gewihrleisten.
Weiterhin weist CARE FOR HOMe fiir eine Mendelsche Randomisierung eine geringe
Patientenzahl auf und es erfolgte keine Poweranalyse durch Bestimmung der Kohortengrdf3e.
Da Polymorphismen héufig nur einen vergleichsweise kleinen Effekt auf die betreffende
Exposition haben, sollten préferenziell sehr groe Kohorten rekrutiert werden, um eine
Kausalitéit aufzudecken [87]. Allerdings miissen solche groen Kohorten meist multizentrisch
rekrutiert werden, was aus studienorganistorischen Griinden eine parallele repetitive Erhebung
echokardiographischer Daten erschwert. CARE FOR HOMe ist unseres Wissens nach die
groflite monozentrische prospektive Studie bei nicht-dialysepflichtigen Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung, so dass unsere Studienhypothesen momentan nicht in einem
deutlich groBeren Studienkollektiv iiberpriift werden konnen. GrofBlere Kohorten aus der
Allgemeinbevolkerung erscheinen zur Beantwortung der Fragestellung ebenfalls nicht
zwingend liberlegen, da Plasma-FGF23 in der Allgemeinbevdlkerung deutlich niedriger als bei
chronisch nierenkranken Menschen ist und somit auch bei aktiveren FGF-Rezeptoren weniger
zur Entstehung einer linksventrikuldren Hypertrophie beizutragen vermag.

Weiterhin wurde in CARE FOR HOMe erst ab Februar 2010 Vollblut zur DNA-Analyse
asserviert. Daher erfolgte bei 199 Patienten, die zuvor rekrutiert wurden, die Asservierung von
Vollblut erst bei einer Nachuntersuchung; Patienten, die sich nicht zur Nachuntersuchung
einfanden konnten, wurden somit nicht in die Genoypisierungsuntersuchungen von CARE FOR
HOMe eingeschlossen, weshalb besonders kranke Pateinten unterreprdsentiert wurden.
Weiterhin erfolgte aus logistischen Griinden weder bei Studieneinschluss noch zum Zeitpunkt
von 5 Jahren nach Einschluss bei allen Studienteilnehmern eine Echokardiographie.
SchlieBlich kann die Auswahl der untersuchten Polymorphismen kritisch diskutiert werden: So
konnen wir keinen Beweis erbringen, dass die untersuchten SNPs mit einer erhohten Aktivitit
des FGF-Rezeptors 4 respektive einer vermehrten Expression von sKlotho assoziiert sind. Der

in CARE FOR HOMe untersuchte SNP Gly388Arg ist jedoch der am besten erforschte SNP
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auf dem FGFR4-Gen und in anderen Kohortenstudien mit erhdhter Rezeptorstabilitdt und
vermindertem Uberleben bei malignen Erkrankungen assoziiert. Ebenso ist der untersuchte
SNP Phe352Val respektive die KL-VS-Variante in vorherigen Studien mit erhohten Spiegeln
von sKlotho sowie mit erhdhtem Gesamtiiberleben assoziiert. Erstaunlicherweise war KL-VS
in unserer Studie - anders als bei Arking und Mitarb. [5] und Dubal und Mitarb. [32] - nicht mit
erhohtem Plasma Klotho assoziiert. Wir postulieren allerdings, dass diese Unterschiede mit der
bereits oben erlduterten Schwierigkeit einer zuverldssigen Bestimmung von sKlotho mit
konventionellen ELISA erkldrt werden konnte.

Wang und Mitarb. [164] konnten fiir den FGF-Rezeptor 4 bei homozygotem Gly388Arg-SNP
eine erhohte Rezeptorstabilitit und eine dauerhafte Aktivierung feststellen. Bange und Mitarb.
[9] konnten jedoch fiir den FGF-Rezeptor 4 bei homozygotem Gly388Arg-SNP keine
vermehrte Tyrosinkinase-Aktivitét zeigen, was darauf hindeutet, dass die Eigenschaften dieser
Variante als Rezeptortyrosinkinase nur geringfligig verdndert sind und daher die erhdhte
Rezeptoraktivitit nicht davon stammt. Ulaganathan und Mitarb. [157] konnten in einer rezenten
Studie jedoch einen Gain-of-Function-Effekt des FGF-Rezeptors 4 bei homozygotem
Gly388Arg-SNP durch eine freigelegte Bindungsstelle fiir STAT3 nachweisen, die indirekt
eine Zellproliferation stimuliert [158]. STAT3 hat am Herzen sowohl experimentell
nachgewiesene prohypertrophische [80] als auch erstaunlicherweise protektive Effekte
[60,117]. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass das homozygote Vorliegen des SNPs
Gly388Arg zwar eine vermehrte Schidigung des Herzens durch eine vermehrte Aktivitdt des
FGF-Rezeptors 4 bewirkt, diese verstirkte Schidigung sich jedoch durch potentiell
kardioprotektive Eigenschaften von STAT3 nicht in klinisch messbaren Parametern zeigt. Ein
anderer SNP, eventuell mit experimentell nachgewiesener = Anderung  der

Rezeptortyrosinkinase-Aktivitdt, konnte diese Limitation beheben.

6.7. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorgelegten Dissertationsschrift konnte aufgezeigt werden, dass genetische Varianten
von FGFR4 und Klotho bei chronisch nierenkranken Patienten nicht mit einem erhdhtem
linksventrikuldren Muskelmassenindex und nicht mit einem erhohten Risiko filir kardiale
Dekompensationen assoziiert sind. Diese Ergebnisse widersprechen der Hypothese, dass
FGFR4 und sKlotho kausal an der Entstehung einer linksventrikuldren Hypertrophie beteiligt

sind.
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Diskussion

Diese Beobachtung unterstreicht, dass Ergebnisse praklinischer Studien nicht unkritisch Einzug
in die klinische Nephrologie halten sollten. Insbesondere sollten auf Basis solcher
experimentellen Untersuchungen nicht vorschnell pharmakologische Interventionen mit
prasumtiv kardioprotektiven Effekten definiert werden. Vielmehr miissen zunéchst die
Zusammenhidnge zwischen FGF23, Klotho und kardialer Hypertrophie bei chronisch
nierenkranken Patienten in Beobachtungsstudien in weiteren Kohorten prézise und detailliert
untersucht werden. Dazu erscheint es sinnvoll, zundchst Mendelsche Randomisierungen in
noch deutlich groBeren Kohorten chronisch nierenkranker Menschen durchzufiihren,
idealerweise mit kardialen Magnetresonanz-Untersuchungen anstelle von
echokardiographischen Untersuchungen zur Bestimmung der linksventrikuldren Muskelmasse.
Auch bieten sich fiir kiinftige Studien die Bestimmung weiterer SNPs an, die im Verdacht
stehen, eine Aktivitéts- oder Expressionsdnderung von FGFR4 und Klotho zu bewirken. So
existiert mit der Variante G395A in der Promotorregion von Klotho ein SNP, fiir den eine
Assoziation mit der Klotho-Expression in Gefdllgewebe nachgewiesen werden konnte [30].
Weiterfiihrend kann auch das Erstellen eines genetischen Risikoscores hilfreich sein [118].
Erst wenn hierbei eine direkte pathophysiologische Bedeutung von sKlotho oder FGF23
evident wird, sollten Interventionsstudien in der klinischen Nephrologie definiert werden.
Hierbei erscheint eine randomisierte Doppelblindstudie, die den Effekt von FGFR4-Blockern
oder rekombinantem sKlotho auf das kardiovaskulire Uberleben untersucht, als beste Methode,
um die Hypothese der Induktion einer linksventrikuldren Hypertrophie durch FGFR4-
Aktivierung bzw. sKlotho-Mangel zu tiberpriifen.
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